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PROLOGO

Los avances constantes de las ciencias, hacen que los documentos vy
materiales didacticos deban estar en continua actualizacion; es por eso que
los profesores del mdédulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos | (BCT 1)
Laboratorio, han revisado, modificado técnicas y actualizado las practicas de
la version anterior del Manual de BCT |, ademds de agregar actividades
practicas novedosas. Para la preparacion del presente manual se revisé y
actualizé la informacion de los equipos que se emplean en el laboratorio, se
incluyd una actividad practica para el manejo de las micropipetas, las cuales
se utilizaran en el desarrollo de la mayoria de las practicas, ya que una de las
modificaciones hechas fue la disminucidn de las cantidades de reactivos a
emplear lo cual disminuye su costo, tiempo de reaccidén, disminucién de
residuos toxicos, cuidado con el medio ambiente; asi como el aprendizaje de
procedimientos y uso de instrumentos y aparatos acordes con su actual
desempefio profesional.

Debido a la importancia de la biologia molecular y la aplicacion de las
técnicas en diferentes laboratorios clinicos y de investigacion, se incluyeron
practicas como las de Obtencién de ADN Humano, su Cuantificacion y la
Electroforesis de ADN, asi también la practica de Electroforesis de Proteinas,
los fundamentos de estas técnicas y la realizacién de las mismas seran de
apoyo para la formacidon mas actualizada y acorde a las actividades que un
egresado de la carrera de QFB desarrollara en su actividad futura.

La base para este material, fue el Manual de BCT | (primera versidn), ademas
del apoyo de alumnos que trabajaron durante su Servicio Social, Tesis, asi
como el de los ponentes que participaron en cada uno de los cursos
intersemestrales impartidos y al de todos los profesores del médulo de BCT |
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gue asistieron a cada uno de los cursos y cursos taller en donde se realizaron
las practicas con la finalidad de detectar los posibles problemas y dudas que
se presentaran en su desarrollo, asi como adecuarlas al contexto y
condiciones del laboratorio, antes de implementarlas con los estudiantes.
Este material es producto no soélo de la revisidon y actualizacidon sino de la
valiosa colaboracion de cada uno de los profesores y alumnos que
participaron en las diferentes actividades.

La compra de materiales, instrumentos y equipos de laboratorio se ha llevado
a cabo durante varios afos y con el apoyo de los proyectos PAPIME que se
han desarrollado con el objetivo de actualizar y favorecer el desarrollo de la
linea curricular bioquimica. Este manual es uno de los productos y esperamos
gue sea de utilidad para la mejor formacién de nuestros alumnos y para su
desempefio en los moddulos siguientes, asi como lograr que su desarrollo
profesional sea de mayor calidad.

LAS AUTORAS

Mtra. Leonor Aguilar Santelises
M en C Araceli Garcia del Valle
Dra. Maria Teresa Corona Ortega

Edicion: M en C Margarita Cruz Millan
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INTRODUCCION

El médulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos | (BCT-I) de la Carrera
Quimica Farmacéutico Bioldgica se imparte en el cuarto semestre y consta de
9 horas de actividades tedricas y 8 de practicas. El presente Manual es una
guia para la realizacién de las actividades practicas.

El presente curso (BCT-I) es la primera aproximacion que tendran a la muy
especial quimica de los seres vivos: la bioquimica. Al final del curso tedrico y
practico conoceran detalladamente los procesos metabdlicos que utilizan los
seres vivos y sabran que dependen fundamentalmente de cuatro tipos de
moléculas organicas especializadas conocidas como biomoléculas: proteinas,
carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.

El estudio de la bioquimica es basico para integrar los conocimientos que
adquiriran en cada una de las areas terminales de esta Carrera y sera de gran
utilidad en su desempefio como profesionales; debido a que los avances
vertiginosos en la tecnologia a partir de la mitad del siglo pasado han
acompafado y favorecido el mejor conocimiento de las biomoléculas y con
esto se ha abierto el campo a la Biologia Molecular y sus aplicaciones
diagnodsticas, clinicas, farmacéuticas, alimentarias, agrondmicas y médicas;
entre otras.
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Uno de los objetivos de las actividades practicas, como complemento a la
clase de teoria, es que los estudiantes adquieran habilidades y destrezas
necesarias para conocer y experimentar con las propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas de cada una de las biomoléculas. Al finalizar el curso los alumnos
estaran capacitados para el manejo ético y responsable de diversas muestras
bioldgicas y percibiran el amplio potencial de conocerlas y trabajar con ellas.

Debido a que se utilizan materiales provenientes de diversos seres vivos, es
importante su seriedad y responsabilidad para el estudio detallado de los
antecedentes académicos, la metodologia a utilizar y para contar con
reactivos y material limpio y suficiente; asi como conocer y aplicar las
Normas Oficiales vigentes y las Buenas Practicas de Laboratorio.

El presente Manual contiene 21 practicas entre las cuales 12 se revisaron,
modificaron, actualizaron y se micro escalaron; ademas 9 son
completamente nuevas, todas fueron revisadas y aprobadas por el Comité
Académico de Carrera.

Es importante mencionar que el trabajo realizado con las practicas ya
existentes, fue revisar, modificar y actualizar los objetivos, antecedentes
académicos, introducciones, métodos, resultados, cuestionarios vy
bibliografias. Las técnicas y métodos actualizados, fueron validados con la
finalidad de que cada grupo de alumnos pueda obtener resultados exactos,
precisos y especificos; ademas de que al realizarlos en micro escala puedan
disminuir la cantidad de reactivos utilizados.
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Por otra parte; la implementacion de 9 nuevas practicas especialmente las
asociadas a Biologia Molecular de acidos nucleicos y proteinas representan la
conjuncién de muchos esfuerzos personales e institucionales que abren el
camino a nuestros egresados para integrarse a las aplicaciones de vanguardia
de esta disciplina como la protedmica y gendmica en diversas disciplinas.

Por ultimo, es importante mencionar que como todo material didactico, éste
Manual es susceptible a modificarse y actualizarse, asi como que las
aportaciones de quienes lo usen seran muy valiosas para las nuevas
ediciones; aunado a lo anterior, el presente Manual es una excelente guia
para que los alumnos que inician su formacién en el area biolégica puedan
realizar actividades practicas actualizadas y probadas en nuestras
instalaciones, con materiales y equipos obtenidos por apoyos PAPIME y de la
misma Carrera, lo que finalmente les ayudara a insertarse en su campo
profesional.
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MANEJO DE APARATOS

Objetivos

Vv Identificar los principales componentes de los cuatro aparatos de uso
comun en el laboratorio de BCT | que son: balanza analitica,
potencidometro, centrifuga y espectrofotdmetro.

v Explicar el fundamento y el uso que tienen cada uno de los aparatos.

v/ Manejary cuidar correctamente cada uno de ellos.

Antecedentes académicos

Concepto de masa, peso, sensibilidad, precisidon y exactitud.
Definicion de pH.

Diferentes tipos de electrodos.

Amortiguador.

Fuerza centrifuga y velocidad angular.

S N N S N

Espectro electromagnético y Espectrofotometria.
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[ Y 4
Introduccion

Balanza Analitica

La balanza analitica es un instrumento indispensable para cualquier
procedimiento analitico, ya se trate de un método clasico de analisis
estequiométrico o de un método instrumental moderno de naturaleza
estequiométrica. Si la determinaciéon de la masa no es absolutamente
confiable, el resultado analitico final es inaceptable.

La balanza analitica determina la masa de un objeto y el término peso se
utiliza como sindnimo, aunque sea incorrecto. Las balanzas actuales tienen
una pantalla digital, capacidades para restar la tara y rutinas de prueba y
calibracion programadas internamente. Algunas balanzas tienen una
capacidad maxima pequeifia (de 0.1-1g), mientras que otras balanzas
analiticas electronicas que utilizan células de carga poseen capacidades de
hasta 200 g y una facilidad de lectura de + 0.10 mg 6 + 0.01mg y poseen salida
de datos que permiten incorporarlas a sistemas automatizados. Algunas
balanzas pueden registrar en forma continua variaciones del peso con el
tiempo (figura 1).

Se emplea principalmente cuando se requieren preparar: soluciones
valoradas, soluciones estandar o estandar primario, para realizar alguna
valoracion, para obtener el peso constante en algunas determinaciones,
como humedad y cenizas, en donde es necesario registrar valores de 0.1 mg.

Las instrucciones que se deben seguir para la correcta operacion de la
balanza analitica son las siguientes:

1. La balanza debe encontrarse nivelada, con la burbuja de aire en el centro,
en caso de no estar asi, se mueven los tornillos de las patas, hasta llevar la
burbuja al centro (figura 2A).
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2. Presionar la membrana del botén de encendido (ON O/T), hasta conseguir
encender la balanza (figura 2B).

Fig. 1. Vista lateral y frontal de balanza analitica OHAUS®

3. Colocar el objeto a pesar en el platillo y observar el peso en la pantalla
(utilizar vidrio de reloj o papel glassine cuando sea necesario). Figura 2C.

4. Presionar nuevamente el botén de encendido, para aplicar la tara,
observar que la pantalla indica nuevamente ceros (figura 2D).

5. Pesar la cantidad de sustancia requerida agregando ésta con una espatula,
cuidando de no tirar sustancias sobre el platillo o fuera del vidrio de reloj
(figura 2E).

6. Retirar el vidrio de reloj o el objeto del platillo de la balanza.

7. Oprimir nuevamente el botén de encendido, para dejar nuevamente la
escala en ceros.

8. Finalmente oprima el botdn de apagado (OFF/MODE).

Para el correcto uso de una balanza analitica se debe considerar que:

-Del buen uso de la balanza analitica dependen en muchos casos los
resultados de los experimentos. Es un instrumento un tanto delicado que con
los cuidados adecuados prestara excelentes servicios.
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-La balanza analitica deberd estar colocada en un lugar donde los resultados
del pesado no estén afectados por vibraciones, radiaciones térmicas,
corrientes de aire y donde no reciba directamente la luz solar.

-Los botones de encendido y apagado, deben presionarse con la yema del
dedo, no utilizar objetos que puedan dafiar la membrana.

-En los platillos nunca deben quedar objetos, después de utilizarla se debera
limpiar con cuidado, sobre todo cuando por accidente alguna sustancia se
derrame sobre el platillo.

-Los objetos a pesar deben estar limpios, secos y a temperatura ambiente,
ademads cuando se pesa un recipiente cerrado debe cuidarse que el aire de su
interior tenga la misma temperatura y presion que la ambiental.

Nivel

e

Fig.2A. Burbuja de nivel de balanza analitica

Fig. 2B. Encendido de balanza analitica
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Fig. 2C. Platillo de la balanza analitica

Fig. 2D. Tara de la balanza analitica

Fig. 2E. Uso de espatula al momento de pesar

Los pasos de operacidn para realizar una pesada en una balanza semianalitica
son similares a los descritos anteriormente, ésta tiene una capacidad de
pesado mayor y la precisidon es de 0.001 g. Generalmente se utiliza cuando se
preparan soluciones porcentuales o que no requieran valoracion (figura 3).
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Fig. 3. Balanza semianalitica OHAUS®

Potenciometro

El potenciometro es un aparato que sirve para determinar el pH de una
sustancia. El pH se define como el -log [H+] y representa la acidez de una
solucion.

El potencidmetro es un instrumento que se basa en el principio de balance
nulo, por el cual el potencial que se va a medir es balanceado por un
potencial igual, pero en sentido opuesto. Esta constituido por una bateria,
una resistencia, un electrodo, un galvanémetro y un voltimetro.

La fuerza electromotriz del electrodo se lee directamente en el voltimetro, en
una escala de pH que va de 1 a 14. Los electrodos indicadores de iones
hidronio son cuatro: electrodo de hidrogeno, el de quinhidrona, el electrodo
de vidrio combinado y electrodos de metal-6xido metdlico (antimonio).

La carga del electrodo de hidréogeno puede medirse comparandola con un
electrodo patrén, es decir, encontrando la diferencia de potencial entre
ambos electrodos. Cualquier cambio en la acidez de la disolucion hara variar
la diferencia de potencial entre los electrodos.

El electrodo combinado contiene la media celda de pH con una solucién
amortiguadora, sellada en el cuerpo del electrodo, asi como su media celda
de referencia. El potencial observado sera la suma de los potenciales
separados de las medias celdas (de pH y de referencia). Puesto que los
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potenciales dentro del electrodo de pH estan fijados por la solucién de
llenado y el potencial del electrodo de referencia es constante, cualquier
cambio en el potencial del sistema electrodico a una cierta temperatura sera
debido a cambios de pH de la solucion que esta siendo medida.

Generalmente los electrodos combinados son de uso comun para las
determinaciones de pH y valoraciones de neutralizacion.

En el potenciometro puede apreciarse una serie de botones de control y una
pequeia pantalla (figura 4).

Fig. 4. Potenciometro HANNA HI 223®

Instrucciones y operacion.
Calibracién.
1.- Encienda el potencidmetro (figura 4A).

2. Pulse la tecla CAL (figura 4B).
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3. En la pantalla aparecera el mensaje “CLEAR CAL”; de inmediato oprima el
botdn SET CLR (figura 4C).

4. Destape y enjuague el electrodo con agua destilada, e inmediatamente
después sumérjalo en solucién buffer pH 7 (figura 4D). Los botones de
aumento y disminucidn se utilizan para el ajuste de pH.

5. Agite el vaso de precipitados que contiene la buffer pH 7 hasta que en la
pantalla el reloj de arena se apague.

6. Cuando en la pantalla aparezca “CFM”, oprima el boton CFM.

7. Retire el electrodo de la solucion buffer y enjudguelo con agua destilada
(figura 4E).

8. Sumerja el electrodo en solucion buffer pH 4 y repita el paso 5y 6.

Fig.4B. Seleccidon de calibracion.

il
-~ ‘i

Fig.4C. Inicio de calibracion. Fig.4D. Buffer pH 7.
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Fig.4E. Lavado del electrodo.

Medicion de pH

Sumerja el electrodo en la muestra de la cual se desea conocer el pH (figura
4F). Agite brevemente y registre el pH que se indica en la pantalla (figura 4G).

Fig.4F. Muestra. Fig.4G. Lectura de pH

Los cuidados que se deben tener al manejar un potencidmetro son los
siguientes:

1. Nunca permitir que el electrodo esté sin solucion si el potencidmetro esta
en posicion de encendido.

2. Antes de usar el electrodo combinado, se quitan la capucha protectoray la
cubierta de agujero de llenado, para permitir el flujo del electrodo.
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3. Cuando no se utilice el electrodo, se debe llenar el capuchdén protector con
una solucién saturada de KCl y colocarlo en el electrodo. El agujero de
llenado debe estar tapado para prevenir la evaporacion asi como para reducir
el flujo de la solucidn del electrolito a través de la union.

4. Al transferir electrodos de una solucion a otra, éstos deben enjuagarse con
agua destilada.

5. Nunca limpie los electrodos con papel o trapo, en caso de ser necesario
para quitar el exceso de agua efectle esta operacion: acerque un papel
adsorbente y permita, sin tocar el electrodo, que el agua pase por capilaridad
al papel.

6. Para optimizar el funcionamiento de los electrodos, antes de efectuar las
mediciones, deben equilibrarse a la misma temperatura las soluciones
amortiguadoras de calibracion y las muestras por medir.

7. El potencidometro se calibra con una solucion amortiguadora patrdén con un
pH cercano al pH de las muestras por medirse, en caso de no conocer éste, se
calibrara con un amortiguador pH 7.

Centrifuga

Las centrifugas clinicas son muy utiles para el trabajo diario en un laboratorio
clinico o bioquimico; con ellas se pueden separar suspensiones o trabajar con
muestras bioldgicas, pero al requerir una separacién mas fina, como por
ejemplo de sustancias con peso molecular similar, o de organelos, pueden
utilizarse las ultracentrifugas, que poseen una mayor capacidad de
separacion y requieren cuidados especiales.

La centrifuga es un aparato con el cual puede separarse un sdélido de un
liguido, gracias a la aplicacion de una fuerza centrifuga. Las particulas de
distinta densidad, tamano o forma sedimentan a diferente velocidad, cuando
se someten a un campo centrifugo, es decir, un campo gravitacional y la
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velocidad de sedimentacién es directamente proporcional al campo G, que
estd dada a su vez por la siguiente ecuacion:

_Arn(rpm)r® _ w(rpm)r?
3600 900

G = wr?

w = velocidad angular rad/seg.
rpm = revoluciones por minuto.
r = distancia radial a partir del eje de rotacion hasta la solucion.

Las ventajas de la centrifugacion son: los precipitados se pueden concentrar
en volumenes pequeios, el precipitado puede lavarse rdpida vy
efectivamente, las soluciones acidas y basicas concentradas y liquidos
corrosivos pueden manipularse facilmente, separar organelos por medio de
la centrifugacion diferencial y se pueden determinar los pesos moleculares
de macromoléculas con el uso de ultracentrifugas (con velocidades de 50,000
a 30,000 g).

Componentes principales de una centrifuga

1. Interruptor principal de 7. Perilla rotatoria izquierda.
encendido.

2. Botdn de frenado. 8. Perilla rotatoria derecha.

3. Botdn de apertura de tapa. 9. Etiqueta de identificacién del equipo.

4. Pantalla. 10. Tornillo de compensacidn potencial.

5. Tapa. 11. Entrada de cable suministrador de
corriente.

6. Boton de inicio.
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n

Fig.5.1. Vista frontal y trasera de centrifuga Sigma modelo 2-6°.

Panel de operacion.

Fig.5.2. Acercamiento del panel de operacion

1. Botdn de inicio

2. Indicador del tiempo en la pantalla.

3. Velocidad de trabajo (rpm).

4. Boton de apertura de tapa.

5. Botodn de frenado.

6. Pantalla para el rotor, curva de desaceleracion y programas.
7. Perillas rotatorias de ajuste.
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Instrucciones de operacion.

1. Asegurar que el equipo se encuentre ubicado en un lugar firme y se
encuentre debidamente conectado.

2. Verter la muestra que se desea centrifugar en un tubo de ensayo teniendo
cuidado de no rebasar 2/3 partes del volumen total del tubo. El tamafio del
tubo de ensayo dependera del tamafio de la camisa de la centrifuga; es decir,
el tubo de ensayo debe entrar y salir de la camisa con facilidad.

3. Con la ayuda de una balanza de dos platos, equilibrar el peso de dos tubos
de ensayo; el primero de los tubos contendra la muestra y el segundo
contendra Unicamente agua de la llave. A partir de este momento ambos
tubos deberan ser manipulados con guantes para evitar al maximo la
diferencia de pesos.

4. Colocar el equipo sobre una superficie firme y conectar debidamente a la
corriente eléctrica; se oprime el interruptor principal en posicion de
encendido.

5. Oprimir el botén de apertura de tapa.

6. Introducir ambos tubos a la centrifuga. LOS TUBOS DEBEN SER
INSTALADOS SIMETRICAMENTE UNO ENFRENTE DEL OTRO (figura 5A).

7. Cerrar la centrifuga.

8. Ajustar el tiempo vy la velocidad deseada con las perillas de ajuste.
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9. Una vez que se ajustaron los pardmetros deseados; se da inicio al proceso
de centrifugado oprimiendo el botdn de inicio.

10. El equipo trabajard inmediatamente y de manera automdtica mostrando
el progreso del proceso en la pantalla. No es necesario oprimir el botdn
frenado para interrumpir el proceso.

Nota. Si los tubos no son equilibrados o son colocados de manera incorrecta;
se romperan durante el proceso y se desajustara el equipo. En este caso sera
necesario oprimir el botén de frenado para interrumpir el proceso
inmediatamente.

Los principales cuidados que se deben considerar al usar este equipo son:

1. Los pesos de los tubos deben equilibrarse antes de encenderla, porque de
lo contrario se corre el riesgo de que se rompan los tubos de vidrio.

2. Los tubos no deben llenarse totalmente para evitar que se derrame el
liquido.

3. La centrifuga debe cerrarse perfectamente antes de encenderla.

4. Al terminar de centrifugar, se debe esperar a que se detenga totalmente
antes de levantar la tapa y retirar los tubos, de lo contrario, se corre el riesgo
de romper el tacometro o desbalancear la centrifuga.

Espectrofotometro

En bioquimica, en determinaciones cualitativas y principalmente en
cuantitativas se ha utilizado la propiedad de las sustancias de absorber o
transmitir algun tipo de luz que se hace incidir en ellas. Johann Lambert
matematico, fisico, astronomo vy filésofo aleman observé que existia una
relacion entre el rayo incidente y el transmitido a través de placas coloreadas
de espesor diferentes, anunciando la ley en la que sefiala que existe una
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relacion logaritmica entre la intensidad del rayo transmitido y el espesor de
la placa.

Beer aplicé la ley de Lambert a soluciones coloreadas, enunciando la
siguiente ley: “La absorbancia de los cuerpos coloreados en solucidén es
directamente proporcional a la concentracién, ademas de serlo a su espesor,
dando como resultado la siguiente expresion:

A= (E) (e) (c)

donde:
A = absorbancia.
E = coeficiente de extincion.
¢ = concentracion.
e = espesor de la placa.

Por lo tanto, al incidir un rayo de luz a través de una cubeta de vidrio, un
disolvente y la sustancia disuelta, se tendran que tomar en cuenta las
absorbancias de la cubeta y el disolvente, pero puede eliminarse esto si se
utiliza la misma cubeta y el mismo disolvente, ademds de comparar las
absorbancias del problema con el de un patron.

Los componentes de un espectrofotometro son:

-Fuente de luz. Proporciona energia radiante en forma de luz visible o no
visible. Por ejemplo: lamparas de filamento de tungsteno (para longitudes de
onda del espectro visible y el ultravioleta préximo), lamparas de Hidrégeno y
Deuterio (para regién ultravioleta entre 220-360 nm) y lamparas de carburo
de silicio y éxido de zirconio para radiaciones IR (Infrarrojo).

-Rendija de entrada. Reduce la luz difusa y evita que la luz dispersa entre en
el sistema de seleccidon de longitud de onda.

-Monocromador (Selector de radiaciones). Difractan el haz de luz. Por
ejemplo: prismas que permiten el paso de luz (vidrio para el espectro visible y
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cuarzo para el espectro UV), redes de difraccion (son un gran numero de
lineas paralelas situadas a distancias iguales entre si y son hendiduras sobre
un vidrio o una superficie metalica).

-Rendija de salida. Tiene como funcion impedir que la luz difusa atraviese la
cubeta de la muestra, que provocaria desviaciones a la Ley de Beer.

-Cubeta. Es el recipiente donde se coloca la muestra para la medicion.
Pueden ser de distintos tipos y tamafos (cuadradas, rectangulares,
redondas). Suelen estar fabricadas en vidrio, cuarzo o en plastico.

-Detector. Puede ser de dos tipos: fotocélulas o células fotovoltaicas 6
fototubos multiplicadores.

--Medidor. Sistemas de lectura de la energia eléctrica que recoge el detector
y que puede ser lectura directa (se utiliza una célula fotovoltaica) o puede ser
amplificadores de senal como en el caso del fototubo multiplicador.

Detector
Electronicay

lectura de senales

T

Fuente de radiacion

Energia radiante
Selector de monocromatica

radiaCiones —|fr——]1

Energia
radiante
policromatica

Cubeta

Fig. 6.1 Esquema simplificado de la trayectoria éptica de un
espectrofotometro.

El espectro de absorcion en el ultravioleta y el infrarrojo tienen un interés
extraordinario para la determinacién de la estructura de cuerpos organicos.
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Instrucciones y Operacion de espectrofotometro ThermoSpectronic 20D®:

1. Encienda el aparato girando la perilla de control de encendido/apagado 15
minutos antes de utilizarlo.

2. Seleccione la longitud de onda a la cual se van a determinar las
absorbancias, la cual aparecera en la pantalla.

3. Ajuste la aguja en cero de la escala de transmitancia por medio de la perilla
de control de encendido/apagado; cuidando de no apagar el equipo.
Asegurese que el equipo se encuentre en modo transmitancia.

4. Levante la tapa del compartimiento para la muestra y coloque la celda
(seca) que contenga unicamente el blanco, que incluye todos los reactivos
menos la sustancia problema.

5. Tape el compartimento donde colocé el blanco y ajuste a 100 la
transmitancia con la perilla de control de 100% de transmitancia o cero de
absorbancia.

6. Retire del portamuestras la celda que contiene el blanco e
inmediatamente coloque la celda que contiene la muestra que desea leer.

7. Cierre la tapa y oprima el botdon de modo para elegir el modo absorbancia.

8. Registre el valor de absorbancia de su muestra.
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Lectura de absorbancia.

Indicador de modo
Boton de seleccion de modo.
Botones de aumento y disminucion_

Lactura de longitud de onda

Control de longitud de onda.

Portamuestras.

Control de encendido/apagado’ _ B
Control de 100% de transmitancia.

Fig. 6.2 Espectrofotdmetro ThermoSpectronic 20D

Instrucciones y Operacion de espectrofotometro ThermoScientificGenesys
20°®

El espectrofotometro ThermoScientificGenesys 20® es un instrumento facil
de usar que ejecuta mediciones de absorbancia, % transmitancia y
concentracion dentro del rango de longitud de onda de 325 a 1100
nandmetros. Sus componentes son:

Usando el espectrometro ThermoScientificGenesys 20®, usted puede
ejecutar mediciones de absorbancia y transmitancia, y determinar
concentraciones usando un estandar conocido o un factor de conversién. Sin
importar que tipo de medicion desee ejecutar, usted sigue pasos similares:

1. Seleccione el modo (A, %T, C) y la longitud de onda
2. Mida el blanco
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1. Interruptor de

EncendifiojAppgado-

Encendido/Apagado.
2. Pantalla digital.

2. Pantalla digital.
3. Tapa del compartimiento

dg MYRstERS-compartimiento

de muestras.
4. Teclado.

4. Teclado.
5. Impresora interna
opcilngtesora interna
opcional.
6. Puerta del
comPaetiaidelo de la
|ag@papartimiento de la
[dmpara.

Fig. 7.1. Esquema simplificado de los componentes de un espectrofotometro
ThermoScientificGenesys 20°.

3. Introduzca el valor del estdndar o el factor (modo concentraciéon

Unicamente)

4. Mida las muestras

Usted puede cambiar también los valores prefijados para el instrumento y la
impresora accediendo la funcidn de utilidades SETUP.
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Instrucciones de operacion para realizar mediciones de absorbancias y % de
transmitancias:

1. Oprima A/T/C para seleccionar el modo absorbancia o % transmitancia. El
modo elegido aparece en pantalla.

2. Oprima nm para seleccionar la longitud de onda. Nota: Mantener apretada
la tecla hara que la longitud de onda cambie mas rapido.

3. Inserte su blanco en el portaceldas y cierre |la puerta del compartimiento
de muestras. Nota: Ubique la celda de forma que la luz (indicada por la flecha
en la figura 7A) pase a través de las paredes claras.

Fig.7A. Posicidn correcta de la celda.

4. Oprima 0 ABS/100%T para llevar el blanco a 0A o 100%T.

5. Remueva el blanco e inserte la muestra en el portaceldas. La medicién de
la muestra aparece en pantalla (figura 7B).
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Fig.7B. Retiro de celda.

Los principales cuidados y precauciones a considerar al usar el
espectrofotdmetro son las siguientes:

1. El espectrofotometro se debe encender unos 15 minutos antes de
utilizarlo, para evitar fluctuaciones en las lecturas.

2. La celda se coloca en el espectrofotdmetro haciendo coincidir la marca con
la del aparato y sin llenar mas de 2/3 partes de su capacidad total.

3. No debe tocarse con los dedos la parte inferior de las celdas y éstas deben
limpiarse con un pafiuelo tipo kleenex, antes de realizar la lectura.

4. Debe revisarse periddicamente el funcionamiento adecuado del
espectrofotometro con la prueba de calibracidn con el rojo de cresol.
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Cuestionario

1. Definalos términos de masa vy peso.
2. ¢Qué esycomo se utilizan los términos de precision y exactitud?

3. Mencione 3 experimentos en los que para realizarlos se utilice
principalmente el potenciémetro.

4. Explique la ley de Lambert y Beer.

5. Si usted tiene que centrifugar a 3000 g y cuenta con una centrifuga
cuyo rotor tiene un diametro de 20 cm, écuantas rpm tiene que aplicar?

Referencias

1. Aguilar-Santelises L, Corona-Ortega MT, Garcia-del Valle A, Rangel-Corona
R, Cruz-Millan M. Antologia para los laboratorios de Bioquimica Celular y
de los Tejidos | y Laboratorio Integral de Biologia |. 2a ed. México: FES
Zaragoza, UNAM; 2007.

2. Crouch D, Holler F, Skoog D. Principios de analisis instrumental. 6% ed.
México: Cengage Learning Editores S.A.; 2008.

1. Diaz, N. A., Ruiz, J. A. B., Reyes, E. F., Cejudo, A. G., Novo, J. J., Peinado,

J. P., & Finana, I. T. (2010). Espectrofometria: Espectros de absorcion y
cuantificacion colorimétrica de biomoléculas. Universidad de Cordoba,

1-8.. [on line] Disponible en: https://acortar.link/OACG2s Acceso 2022.

3. Olsen E. Métodos 6pticos de analisis. Barcelona: Editorial Reverté, S.A.;

1990.
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MANEJO DE

MICROPIPETAS
e

Objetivos

V' Identificar las partes que componen las micropipetas.

v Aprender el uso adecuado de las micropipetas y seguir los cuidados
indicados para su mejor conservacion.

v Realizar el célculo de la exactitud y del coeficiente de variacién de las
mediciones con micropipetas.

Antecedentes académicos

v Manejo de material de laboratorio.
v Tipos de micropipetas.
v Calibracién de micropipetas.

Vv Tipos de errores de medicion.
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[ Y 4
Introduccion

Las micropipetas son dispositivos que se caracterizan por carecer de depdsito
y que se utilizan para medir o trasvasar pequenos volimenes de liquido de
un recipiente a otro con gran exactitud, permiten medir voliumenes
pequefos que van desde 0.1 puL y comunmente hasta 1 mL. Hoy en dia
existen una gran cantidad de companias y modelos similares que funcionan
bajo un mismo principio de pistones. Por lo anterior, es importante consultar
las instrucciones del fabricante sobre el empleo correcto de cada modelo.
Una caracteristica comun a todas es que utilizan puntas descartables
plasticas que se ajustan al extremo de cada modelo de micropipeta. En estas
puntas de plastico es donde se deposita el liquido a medir.

Existen micropipetas que sélo miden un volumen fijo y otras que miden
volumenes variables. Las de volumen fijo son mas precisas que las de
volumen variable. Ademdas, pueden ser usadas de forma manual o
electrénicamente automatizada; siendo éstas ultimas de alto costo por lo
gue su uso se limita en equipos automatizados o robdticos.

La pipeta mecanica o de piston funciona generalmente transmitiendo la
fuerza que un operador ejerce sobre un émbolo que se encuentra unido a un
pistdn mediante un eje que los desplaza a lo largo de un cilindro de longitud
fija, forzando un volumen predefinido de liquido fuera de la pipeta.

Las pipetas de piston de volumen fijo, dispensan un volumen
predeterminado de liquido, el cual es conocido como volumen nominal (Vn) y
las de volumen variable permiten ajustar el volumen dispensado dentro de
un rango determinado en las especificaciones de la pipeta; en este caso, la
variacion del volumen se logra modificando la longitud de la carrera del
piston dentro del émbolo mediante un micrémetro.
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Las pipetas de pistén pueden ser de desplazamiento por aire o neumaticas,
debido a que existe un volumen de aire entre la cabeza del piston y el liquido
en el cilindro, o de desplazamiento directo por que el pistdn se encuentra en
contacto directo con el liquido (Fig. 1).

Camara de aire
Embolo Pistén ~(Cilindro _ Puntadela

H - "f" = ;‘;_l p.peta
¢ Z o —

W =

Punta de la
I PlstOn D|pew
C T L3 = e
I > =

2. Pipeta por desplazamiento positivo

Fig. 1. Tipos de pipetas dependiendo de la forma del pistén. Imagen tomada de Organizacién
Panamericana de la Salud (2005). Manual de mantenimiento para equipo de laboratorio (178).

equipo de laboratorio (2005).
To r

los riesgos de contaminacion. Para facilitar el uso del tipo de punta adecuado
los fabricantes han adoptado un cddigo de color segin el volumen a
dispensar (Cuadro 1) y que en las de uso mas general coincide con el color de
las puntas utilizadas.

Las pipetas utilizadas en nuestros laboratorios son del tipo Gilson® (Figs. 2 y
3). Cada marca tiene sus particularidades, especialmente con el ajuste exacto
de las puntas desechables; sin embargo, el uso, cuidado y calibracion es
similar para todas las de su tipo.
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Cuadro 1. Capacidad de las pipetas por cédigo de colores

Volumen dispensado por la pipeta. Color caracteristico utilizado para
Rango en microlitros uL identificar

0.1-2.5 uL Negro
0.5-10 uL Cris
2.0-20 uL Gris/ amarillo
10-100 uL Amarillo
50-200 uL Amarillo

100-1000 uL Azul

500-2500 uL Rojo

CE ok

Fig. 2. Imagenes de pipetas de la marca Gilson de distintas capacidades.
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Tornillo del boton
pulsador

Boton para quitar
puntas

Eyector de punta
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de control
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Fig. 3. Esquema de las partes que componen un micropipeta de la

marca Gilson.
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Recomendaciones para el pipeteo:

v La profundidad de inmersion de la punta es especialmente importante
en el uso de volumenes pequenos. Si la punta se sumerge demasiado, se
aspira mas liquido debido al aumento de la presidn. Si, por el contrario,
la punta no se sumerge lo suficiente, se puede cargar aire con las
consiguientes burbujas y volumen inadecuado.

v Es fundamental mantener un ritmo, velocidad y técnica adecuada al
mover el émbolo. Una aspiracion demasiado rapida e incontrolada
puede llevar a la formacion de aerosoles, salpicaduras y posible
contaminacion del eje y del pistéon, lo que puede producir incluso
pérdida de volumen de la muestra.

v Se debe procurar mantener el angulo de inmersion de la pipeta lo mas
cercano a la vertical posible. De otra forma, la columna vertical de
liguido sera mas pequefia y se aspirara demasiada muestra. Por el
contrario, al dispensar el liquido, la punta se ha de mantener en un
ligero angulo frente a la pared del vaso para asegurar un correcto
vaciado.

v Para la mayoria de aplicaciones se recomienda dispensar con el extremo
de la punta apoyado contra la pared del recipiente. Asi se reduce o
elimina el hecho de que se quede algo de muestra en el interior de la
punta después de acabar la dispensacidn. Retirar la pipeta deslizando el
extremo de la punta hacia arriba por la pared lateral para liberar
cualquier gota restante en el orificio de la punta. Otra técnica consiste
en dosificar directamente en la superficie del liquido. Es crucial usar una
punta de pared fina para que no quede ninguna gota en el interior de la
punta. Si se dispensa directamente dentro del liquido tendremos que
sacar la pipeta manteniéndola en el segundo tope para evitar una toma
de muestra después de la dispensacion.
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v Se recomienda enjuagar previamente las puntas como minimo dos
veces con el liquido a pipetear para compensar la pelicula de liquido en
el interior de la punta. El enjuague previo también tiene otras ventajas:
ayuda a neutralizar los efectos de capilaridad e iguala la temperatura y
humedad del aire del interior de la pipeta con la temperatura y
humedad de la muestra.

Material

Micropipetas p20, p200, p1000 y p5000 pL
Balanza analitica

Una caja petri o un vaso de precipitado de 10 mL.
Puntas desechables para las micropipetas

Agua destilada

Método

1. Pasos para manejar una micropipeta:

a. Ajustar el volumen girando la rueda dentada
de control de volumen hasta que en la
ventana aparezca el volumen deseado.
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1

b. Colocar una punta descartable adecuada en la

punta de la pipeta haciendo una leve presion
para lograr un buen ajuste.

c. Oprimir el botdon pulsador con el dedo pulgar,
hasta el primer tope y sin soltarlo introducir
verticalmente la pipeta, hasta que la punta se
sumerja de 2 mm para volumenes pequefios,
hasta 5 mm para volumenes mayores dentro del

\/

liquido.

d. Liberar lentamente la presidon sobre el botdén,
después de 2-3 segundos retirar, siempre
verticalmente, la pipeta del liquido deslizando la
punta contra la pared del recipiente.

s
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e. Apoyando la punta contra la pared del recipiente
colocar el liquido, presionar lentamente el botén
pulsador hasta el primer tope. Después de un
segundo, y sin soltar el botén pulsador, terminar
de vaciar la pipeta presionando hasta el segundo
tope.

U

f. Retirar la pipeta deslizando la punta contra la l //
pared del recipiente.

2. Precauciones para no danar el sistema interno de pistones que posee la
micropipeta:

a. Elliquido no debe entrar en contacto con el cono de la micropipeta.
b. Nunca invertir la micropipeta con la parte de arriba hacia abajo.

c. No colocar la micropipeta en forma horizontal si la punta tiene
liquido.

d. Jamds ajustar el volumen fuera del rango de la micropipeta (No
forzar el tornillo micrométrico de ajuste de volumen).
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3. Calculo de la exactitud (E%) vy del coeficiente de variacion (CV%):

a. Para cada micropipeta revisar el porcentaje de exactitud (E%) vy el
coeficiente de variacion (CV%) en todo el rango usando al menos dos
volumenes diferentes y el volumen minimo y el maximo de la micropipeta.

b. Seleccionar la micropipeta y las puntas adecuadas.

c. Colocar el vaso de precipitado 6 una caja petri en la balanza, anotar
el peso y tarar a cero.
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d. Tomar el volumen de agua destilada con la micropipeta y colocar en
el vaso que se encuentra en la balanza.

e. Registrar el peso del agua afiadido. La densidad del agua es 1 g/mL a
259C, por lo tanto, un volumen de 1 mL corresponde aproximadamente a una
masade 1g, (1 mL=1000 puL).

f. Repetir el procedimiento diez veces para cada volumen.

4. Calculo del volumen medio:

Los valores de las pesadas del control gravimétrico son sélo la masa del
volumen dosificado. Para obtener el volumen real se debe efectuar un
calculo corrector. El calculo corrector se realiza por multiplicacion del valor
medio de los valores de las pesadas (x) con el factor Z (mL/g que es lo mismo
que pL/mg), que toma en consideracion la densidad del agua, la temperatura
de control y la presién atmosférica. Z es igual a 1.0032 pL/mg, referido a
21.5°C, 1013 mbar (hPa) y a la utilizacidon de agua destilada o Z es igual a
1.0029 pL/mg, referido a 20. 5°Cy 1013 mbar (hPa).
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Ejemplo:

Valores del control a 21.5°C ( Z = 1.0032 puL/mg)

Volumen controlado Vo (es el volumen de la pipeta que se calibra)
Ejemplo Vo (uL): 20uL (x)

Valor nominal V (mg) = Volumen controlado/ Z

Valor nominal (mg): (20uL / 1.0032uL/mg) = 19.9362mg
x1=20.0mg x2=19.9mg x3=19.5mg x4=19.6mg x5=19.9mg

Valor medio

x=23xi /n
x= resultado de las pesadas
n =numero de pesadas

Volumen medio

V =x*2 x = promedio de las pesadas

Z = factor
Exactitud

E (%) = K' Vnominal/ Vnominai*100
Desviacion estandar

_ N (xi—x)2
S=2* /T
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Coeficiente de variacion

CV (%) = %*100

Si los valores calculados de exactitud (E%) y el coeficiente de variacion (CV%)
son menores que los valores de tolerancia o iguales a éstos, entonces la
pipeta esta en orden.

Limites de tolerancia

Volumen (pL) E% nominal CV % nominal
5-10 1.0 0.8
20-10 0.7 0.4
100-1000 0.5 0.2

Esta metodologia permite adiestrarse en el control de la precision y la
exactitud de una pipeta, comparar diversos tipos de pipetas entre si para
detectar si hay diferencias entre ellas. Ademas, detectar la exactitud y la
precision de un lote de pipetas y controlar factores atribuibles a la utilizacién
de una pipeta por diversos usuarios.
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Resultados

- Realizar el andlisis de los datos obtenidos con las férmulas
proporcionadas.

- Calcular la exactitud y precisidon que tienen las micropipetas utilizadas
en el laboratorio.

Cuestionario

1. Defina qué es calibracion.

2. iCuales otros parametros se utilizan para realizar la calibracién de una

pipeta?
3. Defina que es exactitud y precision.
4. ¢{Qué marcas de micropipetas son las mas comunes?

5. éCuantos rangos de volumen se manejan en las micropipetas y cuales
son?
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CURVA ESTANDAR DE

PROTEINAS
R

Objetivos

v/ Desarrollar y analizar una curva estandar.

v Determinar la concentraciéon de albumina en la clara de huevo por el
método de Lowry.

Antecedentes académicos

Espectrofotometria.
Ley de Lambert y Beer

Curvas de calibrado o curvas estandar.

SRR NEN

Fundamento del método de Lowry.
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[ Y 4
Introduccion

El adecuado disefio y analisis de una curva estandar es una herramienta
indispensable en el trabajo de laboratorio para la determinacién cuantitativa
de una sustancia.

Entre las determinaciones de curva estandar mas utilizadas se encuentran
aquellas que proporcionan un resultado colorido proporcional a la sustancia
gue se desea cuantificar. Con este método fisicoquimico basado en la
medicion de la absorcién de la energia radiante, el analista medira la
absorcion en la longitud de onda correspondiente al color obtenido en la
reaccion.

l. Espectrofotometria

La espectrofotometria es un método de analisis dptico frecuentemente
usado en analisis quimicos para determinar la cantidad de luz absorbida o
transmitida por una solucién, y debido a que en el caso de las curvas
estandar, ésta es proporcional a la concentracidon presente, puede indicarnos
la concentracion exacta al compararla con una solucidon de concentracién
conocida. Cabe mencionar que el método espectrofotométrico recibe el
nombre segun sea la radiacidon utilizada, como espectrofotometria de
absorcion visible (colorimetria), ultravioleta o infrarroja.

a) Espectrofotometria de absorcion
La espectrofotometria de absorcion se basa en la capacidad que poseen
algunas sustancias homogéneas de absorber parte de la energia y transmitir
el resto cuando un haz de energia radiante monocromatica incide sobre ella.

Para familiarizarse con la técnica, a continuacidén, se presentan algunas
definiciones utiles:
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e Absorbancia (A): es el logaritmo en base 10 del reciproco de la
transmitancia (7), en el que el disolvente puro es el material de
referencia, esto es:

A= logio/T = -log1oT

e Absortividad (a): es la relacion entre la absorbancia y el producto de la
longitud del paso 6ptico (b) normalmente expresada en centimetros,
por la concentracién (c). Es decir:

a=A/bc B A=abc

e Coeficiente de absortividad molar o coeficiente de extincién (g): es la
absortividad cuando la concentracion se expresa en moles por litro y el
paso de la luz en centimetros.

e Poder de radiacidon (P): también llamado flujo de radiacién, es la
cantidad de energia transportada por un haz de energia radiante y se
mide con detectores, tales como fotocélulas, termopares vy
bolémetros.

e Transmitancia (7): es la relacién entre el poder de radiacion
transmitido por una muestra (P) y el poder de radiacion que incide
sobre ella (Po), medidos ambos en la misma posicidén del espectro y con
la misma rendija. Esto es:

T="P/Po
b) Espectro de absorcidn.

El espectro de absorcidn es una representacion grafica que indica cantidad de
luz absorbida (€) a diferentes valores de longitud de onda (A).

A partir de una solucién diluida de un compuesto, cuya absorbancia maxima
entra dentro del rango de medida del espectrofotometro, se vera el valor de
absorbancia a diferentes longitudes de onda frente a un blanco que contenga
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el disolvente de la solucidon de la muestra a caracterizar. A partir del espectro
de absorcidn se obtendra el valor de A al que el compuesto presenta la mayor
absorbancia (Amsx). Dicho A se utilizara a la hora de hacer determinaciones
cualitativas y cuantitativas del compuesto.

El espectro de la absorcidn de una sustancia depende, fundamentalmente, de
la estructura quimica de la molécula, por lo que cada sustancia absorbente
posee su espectro caracteristico. En el desarrollo de nuevos métodos
espectrofotométricos, debera obtenerse siempre la curva espectral de las
especies absorbentes con la finalidad de seleccionar la longitud de onda
apropiada para el experimento.

Il. Curvas de calibrado o curvar estandar

Después de determinar la longitud de onda a la cual deben realizarse las
medidas, se procede al desarrollo del método, para lo cual es necesaria la
elaboracion de un blanco, este debera contener los reactivos, aditivos,
disolventes, etc., en la misma concentracion y naturaleza que las utilizadas en
la muestra en la que se desarrollara el color, de esta manera, las lecturas de
las muestras estaran corregidas automaticamente para cualquier absorcién
peqgueia por accion de los reactivos y disolventes.

En un proceso analiticos se relacionan; la sefal (absorbancia) y las
caracteristicas del analito (concentracidon), de modo que la calibracidon se
realiza para obtener la sefal de respuesta como funcidn de la concentracién
real del analito. Se representan los datos obtenidos y se obtiene la grafica de
la sefial corregida frente a la concentracién del analito. Lo normal es que la
grafica tienda a una linea recta, donde a medida que aumenta la
concentracion, la senal de respuesta es mayor (pendiente positiva).
ecuacion matematica que representa el modelo de curva de calibracion
lineal, es la siguiente:
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y=mx+b
Siendo: m = pendiente, x = concentracién, y = sefal de respuesta

(absorbancia), b= ordenada al origen.

Dado que se utiliza un blanco, el valor de b siempre sera cero, con lo que m
permanece constante y no va a depender de |la concentracion.

a) Recomendaciones para el disefio de una curva estandar:

e Conocer la concentracion aproximada de la sustancia a determinar en
la muestra problema.

e Contar con una sustancia patron en el laboratorio para ser utilizado
como referencia.

e Determinar el intervalo de concentraciones del patréon a utilizar,
procurando que la eleccion incida en donde el método ofrezca mas
sensibilidad.

e Elegir por lo menos 4 concentraciones distintas del patron.

e Hacer diluciones del problema (si es necesario) para asegurar que los
datos que se obtengan estén dentro del intervalo de las
concentraciones elegidas del patrén para el experimento.

® Prepara un blanco de reactivos que debera contener todo menos la
sustancia a determinar.

e El volumen final de todos los tubos debera ser el mismo.

e Realizar la curva por duplicado.

lll. Método de Lowry para la cuantificacion de proteinas.

El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de valoracidon
cuantitativa de las proteinas. A la muestra se anade un reactivo que forma un
complejo coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color
proporcional a la concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer.
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El método consta de dos etapas (figura 1):

1. Los iones Cu*?, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando
complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos
complejos Cu?*-Proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan
el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a precipitar en
la segunda etapa de la reaccién. El Cu** se mantiene en solucion
alcalina en forma de su complejo con tartrato.

2. La reduccién, también en medio alcalino, del reactivo de Folin-
Ciocalteau, por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina,
presentes en la mayoria de las proteinas, actuando el cobre como
catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau
es el acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser
reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo color azul.

reatos fendiicos
de tirosinas
(O)-on Reactivo de Folln
(W, Mo®**)
H HO (color amerfilo)
AU »
."Cl':_'“
Y - e >
~CN-C—0-- -
dH R OW
Complejo Cu*-proteina o Reactivo de Folln
en medio alcalino reducido
(color azul palido) (We*, Mo™ )
(color azul)

Figura 1. Método de Lowry.
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Para la realizacidon de esta practica se ha elegido en particular el método de

Lowry utilizado para la cuantificaciéon de proteina.

determinard albumina de la clara de huevo.

— Reactivo 1: NaxCOsal 2% p/v, en NaOH al 0.1 N.

Material y Equipo

Probetas graduadas de 25mL

Vasos de precipitados de 50mL

Vasos de precipitados de 100mL
Vasos de precipitados de 25mL
Matraz aforado de 10mL

1 desyemador

Pipeta graduada de 1mL

Tubos de ensayo de 13 X 100
Marcador indeleble de punta extrafina

Gradilla

Micropipetas. p200, p1000 y p5000 pL
Puntas nuevas y limpias para las micropipetas
Hojas de papel milimétrico.

Celdas de espectrofotometro.

Reactivos

En este caso se

— Reactivo 2: 10 mL de CuS04.5H,0 al 0.5% p/v en tartrato de sodio y
potasio al 1% p/v.
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— Reactivo 3: Solucién cuproalcalina. Mezclar 50 mL del reactivo 1 +
1mL del reactivo 2.

— Reactivo 4: 10mL de una diluciéon 1:3 del reactivo de Folin-Ciocalteu
con NaOH al 0.1 N.

— Solucién patrén de proteinas: 5 mg de albumina en 50mL de NaOH

0.1IN.

O]
©)

Colocar 50 mL de NaOH 0.1N en bafio de hielo.

Pesar en la balanza analitica aproximadamente 5mg de albumina
y documentar el peso real.

Colocar 10 mL de NaOH 0.1N frio en un vaso de precipitados con
capacidad para 50 mL.

Adicionar 5 miligramos de albumina al vaso de precipitados y
disolver de forma lenta y suave (no agitar bruscamente).

Una vez que la albumina se encuentre totalmente disuelta, pasar
la solucién a un matraz volumétrico con capacidad para 50mLy
llevar al aforo con NaOH 0.1N frio.

— Solucién diluida de clara de huevo.

O

O

Separar la clara de huevo con ayuda de un desyemador y
colocarla en un vaso de precipitados con capacidad para 100mL.
Tomar 1mL de la clara del huevo con ayuda de una pipeta
graduada de 10mL y colocarla en un vaso de precipitados con
capacidad para 25mL. Adicionar 5mL de NaOH 0.1N frio y
disolver.

Pasar la solucidn a un matraz volumétrico con capacidad para
10mLy llevar al aforo.

Tomar 1 mLy aforar a 100mL con NaOH 0.1N frio.

Etiquetar y guardar en refrigeracion.
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Método

1. Pararealizar la curva estandar y la determinacion de la calidad de proteina
contenida en la dilucidn de la clara de huevo, preparar 8 tubos (tabla 1) y
agregar los volumenes indicados de los reactivos.

Para determinar los volumenes a usar de la solucion patrdon considere la

concentracion en la que ésta se encuentra y para determinar el volumen
de la muestra problema, considere que la concentraciéon promedio de
proteinas en la clara de huevo es de 11 g/100mL. Asimismo, se deben
considerar las diluciones realizadas y que el volumen final de las muestras
problemay patréon es de 3.1mL.

Tabla 1. Contenido de cada tubo de la curva estandar.

Tubo Blanco 1 2 3 4 5 6 7
Solucion problema de - ? ? ? - - - -
proteinas (mL)
Solucion patron de - - - - 0102|0408
proteinas (mL)
H.0 destilada 2.0 ? ? ? 19 (18 | 16 | 1.2
Reactivo 3 1.0 10 10| 10 (10|10 |10 10
Agitar y dejar reposar 10 min.
Reactivo 4 0.1 0.1 01/01(01]01] 01 |01

Agitar inmediatamente y dejar reposar 20 min.

Medir absorbancia a 640 nm.
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Resultados

v Con los resultados de los tubos 4, 5, 6 y 7 elaborar en una hoja de
papel milimétrico la curva estandar, en la cual se graficara absorbancia
contra concentracion de albumina.

Vv Interpolar las absorbancias de los tubos problema (albimina de clara
de huevo).

v/ Tomar en cuenta las diluciones de la muestra para determinar la
concentraciéon de albumina en 100 mL de clara de huevo y comparar
con la concentracion tedrica.

Cuestionarios
1. ¢Cual es el fundamento del método de Lowry?
2. ¢éCual es la concentracion tedrica de albumina en la clara de huevo?
3. Que diluciones se tienen que hacer a una solucidon de 10g/100 mL

para obtener una concentracion de 10 mg/100 mL.

4, ¢éEn una curva estandar, se debe tener un volumen final igual en
todos los tubos? ¢Por qué?
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MICROSCOPIO OPTICO

Objetivos

v ldentificar los componentes del microscopio éptico que utilizara
durante las practicas posteriores.

v Analizar el fundamento de distintos tipos de microscopios.
v/ Revisar los cuidados que se deben de tener al utilizar un microscopio.

v Practicar enfocar adecuadamente muestras fijas y en fresco en el
microscopio 6ptico.

Antecedentes académicos

Definicion de lo que es un microscopio
Qué funcidn tiene cada una de las partes del microscopio

Fundamento del funcionamiento del microscopio

L N S L

Aplicaciones de los distintos tipos de microscopio
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[ Y 4
Introduccion

El microscopio 6ptico fue la primera herramienta utilizada para el
esclarecimiento de la estructura celular; la microscopia 6ptica y el uso de
técnicas de preparacion de secciones finas de tejido y de tincion posibilité a
los citélogos la caracterizacién de estructuras rodeadas por membranas
como nucleos, mitocondrias y cloroplastos en diversos tipos celulares.
Aunado a lo anterior, los avances tecnoldgicos vertiginosos relacionados con
la mejora de la dptica y la generacion de lentes mas sofisticados, condujeron
a la aparicion de potentes microscopios opticos como confocales, multifoton
y de superresolucion.

El limite de resolucidn de un instrumento dptico hace referencia a la distancia
en que deben de estar separados los objetos adyacentes para ser
distinguidos como entidades separadas y fue enunciado a finales del siglo XIX
por el fisico alemdn Ernst Abbe aportando la férmula fisica para la
determinacion de esta distancia en la que intervienen tres elementos: la
longitud de onda de la luz (A) que incide sobre el objeto, el indice de
refraccion del medio (n) y el seno del angulo desde el cual se observa la
muestra (sen a). Por ejemplo, afirmar que el limite de resoluciéon de un
microscopio es de 400 nandmetros (nm), significa que los objetos deben de
estar separados al menos 400 nm para ser reconocidos como entidades
separadas, mientras que una resoluciéon de 200 nm significa que se puede
distinguir objetos separados a 200nm, cuanto mas pequefio es el limite de
resolucién de un microscopio mayor es su poder de resolucién. El limite de
resolucién previsto por Abbe para la luz visible, en un rango de longitudes de
onda de 400-700 nm, fue de alrededor de 200-300 nm, hasta que aparecio el
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microscopio optico de superresolucion que posee un limite de resolucidn
diez veces menor (Fig. 1).

1im 1dm fcm 1mm 100pm 10pm 1pm 100nm 10nm 1nm 13 0.13
1m 10 "m 10%m 10%m 10'%m 101Tm

(K o

Humano Abeja Pelo Bacteria ADN

Figura 1. La figura muestra los tamafios relativos de distintos objetos y seres
vivos, asi como los instrumentos necesarios para detectarlos.

Los primeros miscroscopios electrénicos aparecieron en las primeras décadas
del siglo XX y su limite de resolucién aumenté significativamente mediante la
sustitucion del haz de luz visible por electrones impulsados por una fuente de
voltaje que se comportan como ondas de longitud muy pequena (Fig. 2).

Descripcion del recorrido de la luz de un microscopio optico
compuesto

Este proceso comienza con la fuente de iluminaciéon, normalmente una
fuente de luz localizada en la base del instrumento. Los rayos de luz
procedentes de esta fuente que pasan a través de lentes condensadores que
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dirigen la luz hacia la muestra montada en un portaobjetos de vidrio
dispuesto en la platina del microscopio. La lente objetivo, localizada
inmediatamente sobre la muestra, es responsable de la formacion de la
imagen primaria. La mayoria de microscopios compuestos tienen diversos
objetivos de distintos aumentos ajustados sobre un revolver rotatorio.

La imagen primaria es posteriormente aumentada por la lente ocular. En
algunos microscopios entre objetivo y el ocular se posiciona una lente
intermedia para conseguir aun mdas aumentos. Los aumentos totales de la
imagen se pueden calcular multiplicando los aumentos del objetivo, del
ocular y de la lente intermedia, asi un microscopio con un objetivo de 10X,
una lente intermedia de 2.5X, y un ocular 10X, aumentara 250 veces la
muestra.

catodo

lente

_——ocular
lente

del ocular

“nodo

lentes
condensador

muestra _ |

haz de
e-

lentes
\_objetivas

—muestra detectore- . amplificador

electrdnico

ventana de
observacion

Iampara BSPEj0  imageR muestra imagen

MICROSCOPIO MICROSCOPIO MICROSCOPIO
OPTICO ELEC. TRANSMISION ELEC. BARRIDO

Figura 2. Funcionamiento de tres tipos de microscopio; microscopio dptico,
microscopio de transmisién y microscopio electrénico de barrido.
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Los elementos del microscopio descritos hasta ahora constituyen la forma
basica de la microscopia de campo claro, porque la luz blanca pasa
directamente a través de la muestra, la cual puede estar teilida o no,
dependiendo de las caracteristicas estructurales que se proyecten examinar.

Parametros opticos
Aumento

Es la relacion existente entre el tamaio de un objeto percibido a simple vista
y el apreciado con el microscopio, es decir, es el nUmero de veces que se ve
el tamafio de un objeto por encima de su valor real.

Limite de resolucion

La resolucion de un microscopio es su capacidad de distinguir dos puntos
muy cercanos como separados, es una medida de distancia, por lo que es la
distancia minima entre dos puntos que permite distinguirlos como tales, en
lugar de como un Unico objeto. La distancia resoluble es directamente
proporcional a la longitud de onda de la luz empleada e inversamente
proporcional a la apertura numérica (AN: n sena).

0-61 A

nsena
Formula de Abbe
Numero de campo

Es el didmetro de la imagen observada a través del ocular, expresado en
milimetros.
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Profundidad de foco

Al enfocar un objeto por medio del microscopio, hay un margen finito por
encima y por debajo de este objeto, en el cual se visualizan nitidamente otros
objetos. La profundidad de foco es el espesor de la muestra que es posible
tener enfocado por completo. La profundidad de foco es inversamente
proporcional a la abertura del diafragma y a la distancia de enfoque.

Contraste

Es el grado de diferencia entre el tono, el brillo o el color del objeto
estudiado y del medio que lo rodea. Si una muestra tiene poco contraste
para mejorarlo, se debe disminuir el cono de iluminacién procedente del
condensador. El cono de iluminacidon se controla mediante el diafragma de
apertura. El contraste puede aumentarse mediante procedimientos de
tincion.

Partes del microscopio y sus funciones

Las partes del microscopio se agrupan en cuatro sistemas: Sistema o6ptico,
sistema de iluminacién, sistema de soporte y sistema
de ajuste.

1. Los oculares por lo general estan provistos con
lentes 10X (el grado de amplificacién es 10
veces). Las lentes magnifican la imagen
intermedia formada por la lente objetivo en el
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tubo dptico, también limitan el drea de visibilidad. La mayoria de los
microscopios tiene un ocular fijo y uno ajustable. Ambos deben
utilizarse de modo correcto para un enfoque éptimo. Los oculares son
exclusivos de cada marca y modelo de microscopio por lo que no
deben intercambiarse.

2. El control interpupilar se utiliza para ajustar la separacion lateral de los
oculares para cada individuo. Cuando se ajusta de manera adecuada, el
observador debe poder enfocar con ambos ojos con comodidad vy
visualizar una imagen nitida.

3. El tubo 6ptico conecta los oculares a la lente objetivo. En esta parte se
forma la imagen intermedia.

4. El cuello o brazo proporciona un sitio estructural de adherencia al
porta-objetivos (revélver).

5. El pie es el apoyo vertical principal del microscopio. La platina, junto
con el condensador y la base, estan apoyados sobre el pie.

6. El revdlver sostiene los objetivos y permite la rotacién facil de una
lente objetivo a otra. La distancia de trabajo entre los objetivos y el
portaobjeto varia con la marca y el modelo del microscopio.

7. Por lo general hay tres o cuatro wid O
lentes objetivos cada uno con un . 5
poder de aumento especifico. En el
cilindro de cada lente objetivo esta
grabado el poder de amplificacion y &
la apertura numérica (AN). La AN se i
relaciona con el angulo de luz . — T
recolectado por el objetivo e indica -
la capacidad de apertura a la luz de la lente, recordemos que cuanto
mayor es la AN, el limite de resolucion aumenta.
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8. La platina permite el apoyo del portaobjeto que contiene el preparado
a observar. Un conjunto de resortes asegura el portaobjeto a la platina.

9. Los controles de foco (o ajustes) pueden estar incorporados en una
perilla o como dos controles separados. Cuando se utiliza una perilla,
movida en una sola direccion, se activa el control grueso: la inversion
de la perilla activa el control fino. Un intervalo de la graduacion de gire
es equivalente a 2um. Muchos microscopios estan provistos con dos
ajustes separados: el grueso y el fino (tonillo macrométrico y tornillo
micrométrico). El orden de uso siempre es el mismo: primero el ajuste
grueso y luego el fino.

10.El condensador, que presenta varias lentes reunidas en una unidad,
puede estar montado de modo permanente o ser ajustable en sentido
vertical con un mecanismo de engranaje. Capta, organiza y dirige la luz
de la muestra. Adherido al condensador y en su parte inferior se
encuentra la abertura del diafragma, un iris ajustable que contiene
varias capas que controlan el angulo y la cantidad de luz enviada a
través de la muestra.

11.La palanca del control gira la lente ubicada arriba del condensador que
esta fuera de posicion.

12.Los controles de la platina la mueven en ejes x o y.

13.El diafragma de campo esta ubicado debajo del condensador, dentro
de la base. Cuando esta abierto, permite que un circulo de luz de
tamafio maximo ilumine el portaobjeto. El vidrio por encima del
diafragma del campo lo protege del polvo y del dafio mecanico.

14.Los microscopios utilizan focos monocromaticos haldégenos de
tungsteno como fuente luminosa. Hay dos tipos de iluminacién de
campo brillante: 1) iluminacién critica en la que la fuente luminosa esta
representada en la muestra, lo que genera un brillo incrementado pero
desigual y 2) el sistema Koehler en el que la fuente luminosa estd
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representada en el diafragma de apertura del condensador. El
resultado final de la iluminacidon de Koehler es un campo brillante
distribuido de manera uniforme a través de la muestra.

Conservacion del microscopio

1.

Transportar el microscopio sujetandolo fuertemente con las dos
manos, para evitar el riesgo de que se caiga, colocar una mano debajo
de la base como apoyo y con la otra sujetarlo con firmeza alrededor del
brazo. Tener cuidado de no dejar caer los oculares.

. Cuando no esta en uso, el microscopio siempre debe de estar cubierto

con una funda.

Antes de su uso, inspeccionar sus elementos. Si se encuentra polvo,
quitarlo con una jeringa con aire, un cepillo de camello o una tela
suave que no deje pelusas. Si se utiliza el papel para lente
directamente en una lente sucia, sin el retiro del polvo, se puede rayar
la lente.

Evitar colocar los dedos sobre la superficie de la lente. Las huellas
digitales afectan el contraste y la resolucion de la imagen. Para limpiar
huellas dactilares y manchas de grasa depositadas sobre las lentes se
puede usar una gasa humedecida ligeramente en alcohol puro.

Para limpiar los lentes, no se recomienda el uso de xilol debido a que
contiene compuesto carcinégeno (benceno) y porque es un agente de
limpieza deficiente que deja una pelicula oleosa en la lente. Para
limpiar los objetivos puede utilizarse hidréxido de amonio o alcohol
isopropilico al 70% en forma escasa sobre un algoddn en un palillo
aplicador. El alcohol debe mantenerse alejado de las lentes ya que
puede disolver el cemento y agregarse a la parte posterior de la lente.

Cuando se agrega aceite fresco al aceite residual en el objetivo 100X,
puede haber pérdida de contraste. Primero, debe eliminarse todo el
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aceite residual.

7. No utilizar agua para limpiar las lentes. La respiracion condensada del
operador en la superficie de la lente puede ser util en la limpieza de las
lentes ligeramente sucias.

8. Limpiar los otros componentes del aparato, que no son las lentes, con
un pafio humedecido en agua destilada.

Material y Equipo

® Microscopio
e Papel seda
® Laminillas de muestra

Método

Manejo del microscopio

1. Accionando el revélver se coloca el objetivo
adecuado. Se sabe que el objetivo esta
adecuadamente colocado cuando se percibe un
audible clic. Se empieza enfocando con un
objetivo de poco aumento y luego se pasa a
otro de mayor aumento, al hacerlo, basta con
mover ligeramente el micrométrico para
enfocar la muestra con este ultimo objetivo.
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2 Bajar completamente la platina y colocar
la preparaciéon sobre ella, teniendo
cuidado de no ponerla al revés.
Accionando los tornillos reguladores de
la platina, desplazar la preparacion hasta
situar la muestra sometida a estudio
sobre el orificio de paso de luz.

3 Encender la fuente de luz y regularla a
una intensidad media para evitar que se
sobrecaliente.

4. Situar el condensador:

® Bajo, si se utiliza un objetivo de poco
poder de ampliacion (10X).

e En la mitad de su recorrido, si se emplea
un objetivo de mayor poder de
amplificacion (40X).

e Alto, si usa un objetivo de inmersidon
(100X).

e También conviene ascender el
condensador si se observa una muestra
tefiida y descenderlo si se estudia una
muestra en fresco.
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5. Mirando por fuera de los oculares, hacer ascender la platina con el
tornillo macrométrico hasta que el objetivo este muy cercano a la
preparacién, cuando se utiliza un objetivo de poco poder de ampliacién el
aparato tiene un tope que impide un acercamiento excesivo de aquel a la
preparacion. En cambio, el objetivo de inmersion no tiene tope para que
pueda estar lo mas cercano a la muestra por lo que antes de colocarlo es
necesario cuando ya se va a observar con el objetivo depositar una
pequeia gota de aceite sobre la preparacion moviendo el revélver a la
posicion intermedia. Después dejarlo caer suavemente en la preparacion
previamente enfocada con un objetivo de menor aumento.

6. Ajustar la distancia interpupilar.

7. Moviendo el tornillo macrométrico, hacer descender lentamente la
platina hasta que se vea, mirando por los oculares, la imagen de la
muestra. Cuando se use el objetivo de inmersién, nunca debe separarse de
la preparacidn como para perder el contacto con el aceite.

8. Afinar el enfoque con el tornillo micrométrico. Desplazando
horizontalmente la platina con movimientos en zig-zag, recorrer con el
objetivo toda la preparacion, para realizar una correcta observacion de la
misma. Durante la observacion, mover continuamente el tornillo
micrométrico, para enfocar sucesivamente todos los planos de la muestra.
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9. Una vez finalizada la observacion, hacer
descender totalmente la platina y retirar la
preparacion, limpiar los objetivos y oculares.

10. Apagar la luz de la fuente.

Resultados

- Realizar un diagrama de flujo que muestre los pasos a seguir cuando se
enfoca una muestra para la observacién al microscopio.

Cuestionario

1. ¢Como se dividen los sistemas que componen un microscopio?

2. {Menciona que tipo de muestras puedes observar en un microscopio
Optico?

3. ¢Qué funcioén tiene el tornillo macrométrico y micrométrico?

4. ¢Qué entiende por limite de resolucion? ¢ Qué factores influyen para
determinarlo?

5. éCuales son las caracteristicas de un microscopio de contraste de
fases y un microscopio electrénico?
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ESTRUCTURA CELULAR

Objetivos

v Analizar las caracteristicas especificas de las células eucaridtas que le
permiten diferenciarla de las procaridtas.

v Describir la estructura de la célula y sus organelos.

v Realizar preparaciones sencillas de organismos eucariotas vy
procariotas.

v Revisar los fundamentos de distintos tipos de tinciones.

v Observar e identificar en el microscopio algunos componentes
celulares.

Antecedentes académicos

v Teoria celular.
v Estructura celular de los organismos eucariotas y procariotas.
v Funcion de los organelos celulares.

Vv Tipos de tinciones usadas frecuentemente en la microscopia
Optica.

v/ Fundamento y manejo del microscopio.
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[ I 4
Introduccion

La historia de la biologia celular comenzé hace mas de 300 afos cuando
algunos cientificos europeos comenzaron a enfocar en sus microscopios
diversos materiales bioldgicos, desde la corteza de los arboles hasta el
esperma humano. Uno de esos cientificos fue Robert Hooke que en 1665,
empled un microscopio construido por él mismo para examinar secciones
finas de corcho. Observé una red de pequefios compartimientos en forma de
caja que le recordaron a un panal, Hooke denomind a esos pequefios
compartimientos cellulae, término que en latin significa pequefias
habitaciones del cual deriva el término actual de célula.

En el desarrollo de la teoria celular se distinguen tres periodos: el primero se
centré en establecer la estructura de la célula y estd muy ligado a la
invencidon y mejoramiento de los microscopios; el segundo se caracteriza por
el desarrollo del trabajo experimental para ligar las estructuras celulares con
su funcién y el tercero se refiere a la descripcion de las funciones de los
elementos celulares a nivel molecular.

La célula es la unidad de la vida; los organismos estan formados por células,
ya sea una en los organismos unicelulares o muchas especializadas en los
organismos multicelulares. Las células se distinguen por realizar dos procesos
fundamentales para la vida: transferir informacion a otras células hijas o
vecinas y poseer una maquinaria para la transduccién de energia, la cual
transforma la energia de una forma a otra, la almacena y la distribuye para su
utilizacion.

La teoria celular moderna apoya cuatro postulados:
- Todos los organismos estan formados por células.
- Las reacciones quimicas de los seres vivos, incluyendo los procesos de
obtencidén de energia y las reacciones de biosintesis, tienen lugar en el
interior de las células.
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- Las células provienen de otras células
- Las células contienen la informacién hereditaria de los seres que
forman y esta informacion pasa de las células madres a las hijas.

Las células no se ven a simple vista; su tamafo se encuentra por lo general en
el rango de micras. Para ver las unidades mas pequenas de la vida se debe
utilizar el microscopio y al comparar células procariotas y eucariotas se
observan diferencias esenciales. Las procariotas, como las bacterias, miden
entre 1 a 10 um, por lo que son mucho mas pequefas que las tipicas
eucariotas (aproximadamente 10-100 um) y con ello su volumen es unas mil
veces menor. Mientras que el interior de las células procariotas esta
relativamente desestructurado pues no cuenta con nucleo ni con unidades
funcionales claramente delimitadas, la célula eucariota presenta una
compartimentacion clara en la que domina el nucleo.

e Células eucariotas
Las células eucariotas contienen junto con su membrana plasmatica, un
sistema extenso de membranas intracelulares que delimitan compartimentos
gue desempefian funciones especializadas, llamados organelos. EI ADN esta
separado del citoplasma por una envoltura membranal doble que delimita el
nucleo.

Hongos

El aspecto de los hongos resulta familiar, pues los hemos visto de forma
macroscopica como alimentos o creciendo sobre los limones, las naranjas, los
quesos (Fig. 1), el pan y la mermelada viejos, asi como en las cortinas
plasticas de los bafos; con apariencia de filamentos (comunmente conocidos
como lama). Aunque su tamafio y morfologia presentan mucha variedad,
todos los hongos son eucariotas, por tanto, sus células poseen al menos un
nucleo, envoltura nuclear y demas organelos.
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Se reconocen tres grandes grupos de hongos; los mohos u hongos
filamentosos (pluricelulares), las setas u hongos de masa también
pluricelulares, y las levaduras, generalmente unicelulares.

Debido a sus caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas y
ecoldgicas; en la actualidad los hongos se ubican en su propio reino llamado
Fungi. Este reino estda compuesto por organismos heterétrofos,
guimioorganotrofos, es decir que requieren de compuestos organicos para su
nutricion, por lo que secretan enzimas que descomponen una gran variedad
de sustratos. Cuando se alimentan de materia organica muerta se conocen
como saprofitos y generalmente no causan enfermedades. Los hongos
saprofitos son importantes en las fermentaciones industriales, por ejemplo,
en aplicaciones biotecnoldgicas en la produccion de metabolitos secundarios
la penicilina y farmacos inmunosupresores (como la ciclosporina) o en la
industria lactea en la produccién de quesos.

"y '..l— Esporanglosporas
; libres

Esporangio —»
Esporangitforo—» m. [Esporangiosporas

en el esporangio

Micelio
vegetativo

Fig. 1 Foto de queso contaminado con Fig. 2 Esquema general de la reproduccion

hongos, se observa el crecimiento de asexual del hongo Rhizopus nigricans donde se

las colonias de hongos de color verde  diferencian claramente cada una de las partes que
y blanco lo conforman
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Las levaduras son hongos unicelulares, varian considerablemente en cuanto a
tamano oscilando entre 1 y 5 um de ancho y 5 a 30 um de longitud, cada
especie tiene una forma caracteristica. Las levaduras no poseen flagelos ni
ningun otro tipo de d6rgano de locomocion, las levaduras se reproducen
asexualmente por gemaciéon y algunos géneros pueden hacerlo de forma
sexual formando células especializadas llamadas ascosporas.

Los hongos pluricelulares (mohos) estdn constituidos por filamentos
tubulares Ilamados hifas, cada hifa tiene aproximadamente 5 a 10 um de
anchuray 1 um de didmetro. En el interior y a lo largo de cada hifa existe un
citoplasma comun para toda su extension. La hifa es la unidad estructural y
funcional del hongo, segun la clase de hongo, la hifa puede ser no septada,
septada, septada uninucledada o septada polinucleada.

En los hongos pluricelulares, la reproduccidon asexual es la mas comun y no
hay contacto de nucleos; puede ser por fisidon (separacidn simétrica),
gemacion (separacion asimétrica) o esporas asexuales. Los hongos que sélo
presentan este tipo de reproduccion son llamados hongos imperfectos. La
reproduccion sexual se caracteriza por la fusion de los nucleos que da origen
a un zigote. Este tipo de reproduccidn se relaciona con la evolucién y de ella
se originan los hongos perfectos. Existen varios tipos de esporas sexuales:
zigosporas, ascosporas, basidiosporas y oosporas (Fig. 2).

Protozoarios

Los protozoarios son organismos eucariotas predominantemente
unicelulares y de tamafio microscopico. Un protozoario tipico es unicelular,
sin pared celular, heterétrofo, mavil y capaz de ingerir particulas de alimento.
La mayoria de los protozoarios poseen un solo nucleo, pero algunos como los
ciliados tienen dos nucleos diferentes. Existen, ademas, algunos de ellos que
pueden presentar dos nucleos iguales y aun otros que pueden ser
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multinucleados. El citoplasma de los protozoarios estd constituido por dos
partes bien diferenciadas, conocidas como el endoplasma y el ectoplasma; en
el agua encharcada es muy comun encontrar protozoarios del género
Paramecium (Fig. 3).

Cavidad Bucal - -
Abertura ] aomoms F10. 3 ESQUema de un paramecio y
sus principales estructuras.

Inicoquistes

Cilios Citofaringe

Vacuola Alimentaria

Cilios

Macro Nucleo

Micro Nucleo
Vacuola Pulsatil Citopigio

Células vegetales

Las células vegetales son eucariotas, se caracterizan por tener pared celular,
ademds de la membrana celular, ser autdtrofas gracias a la presencia de
cloroplastos para realizar la fotosintesis y poseer una vacuola interna para
regular su tamafio contenido por la pared celular.
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Células epiteliales

Estas células forman un tejido altamente especializado presente en muchos
organos. Presentan caracteristicas estructurales distintivas como son la
disposicion en capas cohesivas, las uniones especializadas entre una y otra
célula, la secrecion de diversas sustancias y la diferenciacion baso lateral y
superficial, gracias a las cuales realizan funciones diversas. Puesto que las
células epiteliales se encuentran muy juntas, con sustancia intracelular
escasa, o nula, forman [dminas continuas que no contienen vasos sanguineos.

Células sanguineas

Las células de la sangre que podemos distinguir en un frotis son los
eritrocitos (glébulos rojos), los leucocitos (glébulos blancos) y los trombocitos
(plaguetas). Los eritrocitos se ocupan del transporte sanguineo de los gases.
Entre los leucocitos se encuentran las diferentes formas de granulocitos
(neutrdfilos, eosinodfilos y basoéfilos), los monocitos y los linfocitos, todos ellos
con funciones en el sistema inmunolégico de defensa. En cuanto a sus
funciones los granulocitos neutrofilos, los monocitos y los macréfagos
derivados de los monocitos son células fagocitarias (fagocitos) que pueden
captar los agentes patégenos invasores y degradarlos. Los linfocitos pueden
ser de dos tipos, los B producen anticuerpos mientras que los linfocitos T
dirigen la respuesta inmune o destruyen células infectadas por virus y células
tumorales. Los granulocitos eosindfilos y basofilos tienen funciones
especiales en la defensa contra parasitos y en las alergias. Los trombocitos o
plaguetas son restos celulares derivados de grandes células precursoras
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producidas en la médula dsea, los megacariocitos, cuya funcién principal es
promover la hemostasia.

e Células procariotas
Etimoldgicamente procariota significa con nucleo primitivo, de hecho el ADN

de las células procariotas tiene forma circular y nunca esta separado del
citoplasma por una membrana.

Las células procariotas difieren de las eucariotas en:

- La presencia de una pared constituida por peptidoglucanos o
lipopolisacaridos

- Sutamaiio

- Su molécula de ADN libre y circular, siempre en contacto con el
citoplasma, desprovista de nucleosoma; sin embargo, este ADN esta
asociado a una histona denominada HU, que cumple varias
funciones y en particular la de reparar el ADN.

- La ausencia de mitocondrias (la cadena respiratoria se localiza en la
membrana plasmatica de la bacteria) y de cualquier otro organelo
limitado por membrana (Golgi, RE, lisosomas y peroxisomas, entre
otros).

- La ausencia de mitosis y de meiosis (los procariotas se reproducen
asexualmente por fisidn binaria o gemacion).

- Sus ribosomas se parecen a los de mitocondrias y cloroplastos, para
cuya sintesis no es necesaria la presencia del nucléolo.

Bacterias
Las bacterias son un ejemplo de organismos procariotas. El tamano de las
bacterias estd comprendido entre 1 a 10um, las bacterias poseen una pared
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celular de composicién diversa, poseen un citoplasma que soporta al material
genético, membranas internas, ribosomas y diversas inclusiones que pueden
ser de glucdgeno, azufre, polihidroxialcanoatos, polifosfatos o vacuolas de
gas en aquellas fotosintéticas. También pueden poseer pili, que son
expansiones cortas y rigidas que se adhieren a la membrana plasmatica; uno
o varios flagelos, que son expansiones motoras del citoplasma. Las bacterias
se reproducen por gemacion o por fision, lo que en algunos géneros da
origen a agrupaciones caracteristicas, al quedar las células unidas de
determinada forma. No obstante, cada célula es fisiolégicamente
independiente. En cuanto a su morfologia pueden ser cocos 6 bacilos.

Cocos

Segun los planos del espacio en los que se produzca la division y la
incapacidad de las células para separarse completamente; pueden originarse
diplococos cuando la division se produce en un solo plano quedando dos
elementos; estreptococos, si la division tiene lugar en un plano pero en
forma sucesiva originando cadenas. Si la divisidon se produce en dos planos, el
resultado es una tétrada y cuando la divisidon afecta tres planos en forma
ordenada, se forma una sarcina, la forma irregular conduce a un aspecto
comparable con un racimo de uvas o estafilococo. Si los cocos son de tamafio
mas pequeio y sin agrupacion especial, son llamados micrococos.

Bacilos

Las bacterias de formas alargadas reciben el nombre de bacilos (del latin
bacillus; bastén); cuando estos se visualizan individualmente, pueden tener
extremos redondeados y un didmetro menor bien uniforme; otros géneros
muestran sus extremos afilados en forma de huso y se denominan
fusiformes. Algunos bacilos poseen una de sus terminaciones abultada en
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forma de clava o maza. Por ultimo ciertos bacilos parecen cortados a pico o
en forma recta. Hay un grupo de bacilos que durante muchos afios se
consideraron hongos, porque se ven como filamentos y con otras
ramificaciones, son los bacilos filamentosos. Los bacilos también pueden
guedar agrupados en forma caracteristica; existen agrupaciones en cadenas,
estreptobacilos, y cuando los bacilos se presentan unidos uno al lado del otro
segun su eje mayor, se dice que estan en empalizada. Otra forma es la que se
origina cuando quedan unidos por algun punto, lo que produce formaciones
diferentes (Fig. 4). Entre los cocos y los bacilos hay microorganismos de
apariencia intermedia por su tamafo y morfologia que se conocen como
cocobacilos.

S 82 ) == I

G H | J

v,
Wi TXY 00”8 0

Fig. 4. Formas y agrupaciones de los bacilos. A. Bacilo comun B. Claviforme C.
Fusiforme D. Cortado a pico E. Filamentoso F. Agrupacién en Estreptobacilos G.
Agrupacion empalizada H. Agrupacion en letras I. Pleomorficos J. Cocobacilos.
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Morfologias bacterianas prevalentes en la cavidad bucal

Las morfologias bacterianas que prevalecen en la cavidad bucal de las
personas sanas consisten en diversos tipos de estreptococos, variados bacilos
(especialmente del tipo filamentoso) y diplococos. Cuando cambian las
condiciones locales como una disminucién de la tensidn de oxigeno o el
aumento de ciertas sustancias, es posible visualizar casi todos los morfotipos
de interés médico.

e Tinciones
La tincion es un conjunto de procesos que conducen a la coloracion de las

estructuras que componen las células, tiene por objeto aumentar el
contraste entre esas estructuras y el medio que las rodea permitiendo que
las células sean visualizadas microscopicamente con mayor facilidad.

Tipos de tincion

Las tinciones vitales son aquellas que se realizan en células que estan vivas
sin matarlas, se coloca el colorante sobre un organismo vivo. Ejemplos de
colorantes vitales son el verde Jano y el azul de metileno.

Las tinciones supravitales son aquellas que se realizan sobre células o tejidos
vivos, pero que estan aislados del organismo del que proceden.

Las tinciones no vitales se realizan sobre células muertas por fijacion que
tiene por objeto el conservar inalterada su estructura y mantener su
adhesidn al portaobjetos. La fijacidon puede realizarse mediante calor, aunque
habitualmente se realiza con etanol, metanol, glutaraldehido o
paraformaldehido.
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Tinciones tradicionales y especiales

Tradicionalmente las tinciones se han logrado mediante el uso de colorantes

qgue con frecuencia derivan de la anilina, estos colorantes se reunen en

cuatro grupos:

Colorantes acidos: tienen una especial afinidad por las estructuras
alcalinas de las células, como por ejemplo la hemoglobina, el mas usual
de ellos es la eosina.

Colorantes basicos: tienen una especial afinidad por las estructuras
acidas de las células, como por ejemplo los acidos nucleicos.

Colorantes neutros: son sales de un acido y de una base coloreada.
Tifen el nudcleo de un color y el citoplasma de otro. Por ejemplo el
eosinato de azul de metileno.

Colorantes indiferentes: son los que no tienen afinidad por estructuras
acidas o basicas. Son insolubles en agua y tifen aquellas sustancias que
tienen un poder de disolucién superior al del liquido empleado para
preparar la solucion colorante. Uno de ellos es el Sudan Il empleado
para tefir grasas.

También hay combinaciones de colorantes que dan lugar a tinciones

policromas. Los colorantes de tipo Romanowsky son mezclas que constan de

un colorante 4cido (eosina) y de colorantes bdasicos (tiacinas).

Tinciones fluorescentes, emplean colorantes (fluorocromos) que se
fijan a las células y que cuando son estimulados por una luz
ultravioleta, emiten unas radiacion visible de un color caracteristico,
los fluorocromos mas utilizados en esta clase de tinciones son el
naranja de acridina y el rojo neutro.
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- Tinciones citoquimicas, demuestran la presencia, mas o menos
abundante, o la ausencia de determinadas sustancias, localizadas en el
interior de los granulos citoplasmaticos de los leucocitos.

Denominacion de las estructuras coloreadas
Las estructuras celulares pueden nombrarse de las siguientes formas:

- Estructuras acidéfilas: son aquellas que fijan colorantes de naturaleza
acida, si el colorante acido que captan es la eosina, se dice que son
eosinofilas y adquieren un color rosado.

- Estructuras basodfilas: son aquellas que fijan colorantes de naturaleza
alcalina, adquieren un color azulado. Si tifien de lila o purpura con
colorantes de tipo azul, se llaman azuréfilas.

Material y Equipo

Microscopio optico

Portaobjetos

Cubreobjetos

Asas bacterioldgicas y micoldgicas
Mechero

Papel seda

Lanceta estéril

Hisopo estéril

Alcohol al 70%
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Material Biologico

® C(Cepas Bacterianas

e Material organico contaminado que contenga hongos (fruta, queso,
pan, etcétera)

e Planta acuatica Elodea sp

e Agua de pecera, agua estancada o de un florero

Reactivos

Colorante de Giemsa
Colorantes de Gram
o Cristal violeta:
- Solucion A. cristal violeta 10g y alcohol de 95% 100 mL.
- Solucién B. oxalato de amonio: 10 g y agua destilada 1000 mL.
- Solucioén C. solucién A 100 mL + solucién B 800 mL.
o Yodo para Gram (Lugol): disolver 1 g de yoduro de potasio en 70
mL de agua destilada, agregar 0.5g de yodo y completar hasta
100 mL. Agitar y disolver completamente.
o Alcohol- Acetona: acetona 30 mL+alcohol de 95% 70 mL.
o Safranina: Safranina 1.0 g en 100 mL de agua destilada.
Azul de metileno
Colorante de Wright
Metanol
Agua destilada
Aceite de inmersion
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Método

Realizar las siguientes preparaciones y observaciones utilizando la técnica de
enfoque del microscopio descrita en la practica del Microscopio éptico.

1. Levaduras

Colocar una pequefa porcién de levaduras
en un tubo de ensaye y adicionar agua.
Tomar una gota y colocarla en un
portaobjetos.

Colocar una gota de azul de metileno vy
colocar el cubreobjetos. Realizar la
observacion al microscopio con objetivos
10X y 40X.

2. Hongos

Colocar en un portaobjetos una gota de agua,
tomar cuidadosamente con el asa bacterioldgica
poco de los hongos que se encuentran sobre los
alimentos contaminados y colocarlos sobre la

gota de agua.
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Colocar una gota de azul de metileno y el
cubreobjetos.  Realizar la  observacion al
microscopio con los objetivos 10X y 40X.

Planta Elodea sp

En un portaobjetos colocar una gota de
agua y una hoja de la planta, cubrir con un
cubreobjetos.

Observar al microscopio con los objetivos
10X y 40X.

Identificar las estructuras: pared celular,
membrana plasmatica, cloroplastos.
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4, Células de descamacion

En un portaobjetos, colocar una gota de
agua vy utilizando un hisopo frotar el
interior de la mejilla, mezclar la muestra
tomada con la gota de agua.

Adicionar una gota de azul de metileno y
cubrir con un cubreobjetos. Observar la
muestra al microscopio objetivos 10X y
40X.

5. Protozoarios

En un portaobjetos, colocar una gota de
agua estancada. Colocar un cubreobjetos.

Observar la muestra al microscopio,
objetivos 10X y 40X.
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6. Bacterias (Tincion de Gram)

Realizar un frotis de las distintas cepas bacterianas

siguiendo las instrucciones del asesor. Dejar secar y
fijar al calor.

Teiir el frotis agregando cristal violeta durante 1
minuto. Enjuagar con agua
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Agregar lugol y dejarlo durante 1 minuto. Enjuagar
con agua

Enjuagar con alcohol-acetona para quitar exceso de
colorante durante unos segundos.

Adicionar el colorante safranina y dejarlo actuar
durante 1 minuto, enjuagar con agua y dejar secar el
frotis. Realizar la observaciéon de los frotis utilizando
el objetivo 100X, utilizar aceite de inmersion.
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7. Células sanguineas
Tomar una muestra de sangre mediante la puncidn i
\anlV 0D
de la yema de dedo con una lanceta. flr o>
/f o ;;\ L :
3 u;i)‘\

Realizar un frotis sanguineo con la ayuda de otro
portaobjetos, dejando una fina capa extendida en el
portaobjetos.

Dejar secar la sangre y fijar con metanol durante 6
minutos
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"

Tenir con colorante Giemsa durante 15 minutos
(dilucién 39:4 con agua), enjuagar con agua.

Observar la muestra al microscopio con el objetivo
100X, utilizar aceite de inmersion.
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Resultados

Realizar los esquemas de las observaciones realizadas, indicando el aumento
del objetivo utilizado, el tipo de tincion y las estructuras que se observaron.
NO DIBUJAR EL CAMPO VISUAL DEL MICROSCOPIO. Comparar con
referencias bibliograficas lo observado.

Cuestionario

1. ¢Cudles son las diferencias entre células eucariotas y procariotas?

2. ¢Cual es el fundamento de la tincion de Gram y para qué sirve cada
uno de los reactivos que se utilizan?

3. éQué estructuras celulares tine el azul de metileno?
4. iCémo se realiza un frotis sanguineo?

5. ¢éCuales son las estructuras de los hongos que se pueden observar en el
microscopio?

6. éComo se diferencian los distintos tipos de células sanguineas en un
frotis?

7. Menciona 5 ejemplos de células eucariotas, y 5 ejemplos de células
procariotas.
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10.

11.

12.
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PRINCIPALES CONSTITUYENTES

QUIMICOS DE LA MATERIA VIVA
I —

Objetivos

v Analizar la importancia del agua como el constituyente mas abundante
de la materia viva.

v Cuantificar el contenido de minerales en una muestra bioldgica.
v Identificar lipidos y proteinas de diferentes tejidos de la rata.

v Comparar los contenidos de proteinas, lipidos y humedad de
diferentes tejidos de la rata.

v Aprender el manejo de la rata como animal de experimentacion.

Antecedentes académicos

Vv La importancia del agua en los seres vivos.
v Los minerales y sus funciones en los seres vivos.

v/ Composicion, propiedades, funcién y distribucion de las Biomoléculas.
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[ Y 4
Introduccion

Los principales constituyentes de la materia viva son agua, proteinas, lipidos,
minerales, acidos nucleicos y carbohidratos. EIl componente mas abundante
de los seres vivos es el agua con un promedio en el peso humedo de 60% y su
determinacion permite comparar los resultados obtenidos con base a peso
seco de cualquier muestra. El agua es el disolvente de la mayoria de los
compuestos bioldgicos y sin ella no podria existir la vida. Después del agua,
los componentes de la materia viva mdas abundantes son las proteinas
presentes en promedio del 17% del peso de un organismo.

Las proteinas proporcionan soporte para muchas estructuras y son claves en
el metabolismo, haciendo funciones de transporte, sefalizacion, y
comunicacion, entre otras. Son las unidades estructurales basicas de la
arquitectura celular que dan a la célula y organelos su forma y aspecto.
Ademas, catalizan la mayoria de las reacciones quimicas del organismo, las
cuales comprenden tanto los procesos de sintesis como los de degradacion
de las moléculas organicas.

Con similar abundancia en los seres vivos que las proteinas (15%), los lipidos
son biomoléculas cuya caracteristica en comun es la de ser insolubles en
agua y solubles en disolventes no polares. Los mdas abundantes y mas
ampliamente distribuidos son los triglicéridos. Es comun clasificarlos en
lipidos complejos o saponificables (acilglicéridos, fosfoglicéridos,
esfingolipidos y ceras) y simples o insaponificables (terpenos, esteroides y
prostaglandinas). Ademas de ser reserva de energia almacenados como
grasa, proporcionan proteccion como ceras, conforman la estructura basica
de las membranas bioldgicas y poseen actividades importantes en el
metabolismo como segundos mensajeros.

En menor cantidad (5%) pero sumamente importantes son los minerales
como Na¥, K%, CI, Ca™, Mn™ y Mg*™. Las funciones de los minerales en el
cuerpo son muy variadas; por ejemplo, la formacion de la sustancia cristalina
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de los huesos, la participacion como cofactores de muchas enzimas y la
generacion de corriente eléctrica en los nervios y células musculares. La
mayoria de estas funciones dependen del hecho de ser estos iones, particulas
relativamente pequefias y de una gran carga eléctrica.

Los acidos nucleicos presentes en los organismos vivos (2% en promedio) son
el ribonucleico (ARN) y el desoxirribonucleico (ADN). Entre sus funciones
bioldgicas se encuentran el almacenamiento, replicacion, recombinacién y
transmision de informacidn genética.

Aungue son los menos abundantes (1%), los carbohidratos son la principal
sustancia alimenticia para la mayoria de los organismos. Se encargan de
proporcionar la mayor parte de la energia y el carbono necesarios para la
biosintesis de proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otros carbohidratos.

Material y Equipo

Estuche de diseccién

Crisoles

Tabla de diseccion

Mechero

Pinzas para crisol

Charolas de papel aluminiode 2 X2 cm
Desecador

Tela de asbesto

Soporte universal y anillo de hierro
Mortero con pistilo

Tubos de 13 X100 mmy 16 X 100 mm
Centrifuga

Mufla

Vasos de precipitados de 50 mL
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Reactivos
-Cloroformo
-Solucion salina isoténica de NaCl al 0.9%
-Etanol 96°
-Peroéxido de hidrogeno
-Metanol

Material Biologico

-Rata Wistar de 200 g de peso

Método

1 Preparacion de la muestra.

a. Sacrificar la rata Wistar de 200 g de peso minimo, mediante
anestesia con cloroformo en un frasco cerrado.

b. Colocar la rata muerta en la tabla de diseccién y amarrarle cada
una de sus patas a las esquinas correspondientes de la tabla de
diseccion (Fig.1A).

c. Con la ayuda del estuche de diseccion; disectar los siguientes
drganos: higado, cerebro, corazdn, rindén y bazo (Fig.1B).

d. De cada drgano tomar cinco porciones:

i. Dos de aproximadamente 0.3 g que seran colocadas
respectivamente en dos crisoles marcados, puestos
previamente a peso constante para determinar cenizas.
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Dos porciones, también de aproximadamente 0.3 g que se
colocaran en charolas de papel aluminio marcadas vy
previamente a peso constante, para determinar humedad.

La ultima porcién, de aproximadamente 1 g, sera colocada

directamente en un mortero para

identificacion de lipidos y proteinas.

2. Cuantificacion de humedad.

la extraccion e

a. Pesar las dos porciones de tejido colocadas en las respectivas
charolas de papel aluminio (previamente puestas a peso
constante).

b. Determinar el peso exacto de la muestra por diferencia de
pesos; es decir, el peso de la charola de aluminio con muestra

menos el peso de la charola de aluminio sin muestra.

c. Agregar a cada muestra 1 mL de etanol 96°.

d. Colocar en la estufa a 100-110° C durante 90 minutos, enfriar en
desecador y pesar.

e. Calcular el % de humedad.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

Wi A

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUI'MICA CELULAR Y DE 2?;
LOS TEJIDOS | ZARAGOZA
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-MLO7 02/08/2022 #2 98 /284

Corazon
Estomago

Intestino —4s :

Higado
intestine

Fig. 1. Colocacién de la rata (A) y posicidn de 6rganos de rata Wistar (B).

3. Cuantificacion de cenizas.

a. Calcinar las muestras colocadas en los crisoles
con la flama de un mechero Fisher (Figura 2),
hasta que se obtengan cenizas blancas o grises
y sin residuos visibles de carbonizacion (si se
observan puntos negros, se humedecen con
unas gotas de perdxido de hidrégeno y se
vuelven a calcinar).

Fig. 2. Calcinacion de muestra.
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b. Colocar los crisoles en la mufla y calentar hasta alcanzar una
temperatura de 500° C, mantenerlos a esta temperatura un
minimo de 40 minutos o hasta que las cenizas estén
completamente blancas o grises, de no ser asi humedecer
nuevamente con peréxido de hidrégeno y volver a calcinar en la
mufla.

c. Enfriar los crisoles y pesar (Fig. 3).

d. Calcular el % de cenizas*.

De manera optativa pueden determinarse en las
muestras la presencia de cationes sodio, amonio,
potasio y calcio y aniones sulfuros, cloruros,
yoduros, cianuros y fosfatos.

Fig. 3. Desecador con muestras.

4. |dentificacion de Lipidos y Proteinas.

a. Triturar severamente con arena
tratada o con vidrio molido la
porcion de muestra que fue
colocada en un mortero (Fig.4).

v

-

Fig. 4. Homogenizacion del tejido.
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Agregar a la muestra 10 mL de cloroformo-metanol 2:1 v/v.

b. Homogeneizar y vaciar en un vaso de precipitados de entre 20 y
50 mL. Agregar otros 5 mL al mortero, de cloroformo-metanol
2:1 v/v con la finalidad de lavar los restos de tejido, homogenizar
y colocar en el mismo vaso. Pasar la mezcla a tubos de ensayo de
13 X 100 mm y centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos.

c. Separar los sobrenadantes en un vaso de precipitados de 50 mL
limpio.

d. Agregar 10 mL de agua destilada al vaso de los sobrenadantes y
dejar reposar 10 minutos. Con esto se separaran la fase
cloroférmica (lipidos), de la fase acuosa (proteinas).

e. ldentificacidn de proteinas.-

Tomar una alicuota (1 mL) de la fase acuosa y determinar proteinas
segun el método de Lowry utilizado en la practica de curva estandar.

f. Identificacion de lipidos.-

Tomar una alicuota de la fase cloroférmica (1 mL) e identificar colesterol
segun el método de Liebermann-Burchard: anadir 15 gotas de
anhidrido acético al tubo; mezclar, dejar enfriar y finalmente afiadir 5
gotas de acido sulfurico concentrado. Observar la coloracion de la
reaccion. Nota: Esta reaccion es altamente exotérmica por lo que se
debe efectuar con guantes y lentes de seguridad en una campana de
extraccion.
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Resultados

- Realice sus calculos para obtener el % de humedad y % de cenizas (con
base al peso seco).

- Mediante cruces (+) comparar lo obtenido para cada érgano indicando
el grado de reaccion en la identificacion de lipidos y proteinas.

- Elabore en el pizarron un cuadro comparativo con los resultados
obtenidos de humedad, cenizas, proteinas y lipidos para cada érgano.

- Compare los resultados del cuadro con la bibliografia y discuta sus
resultados.

Cuestionario

1. ¢Cual es la importancia biolégica del agua en un ser vivo?

2. éCual es la funcion de cada uno de los minerales presentes en una
muestra?

3. ¢En qué tejido esperaria encontrar mayor cantidad de lipidos? éPor qué?
4. iCoémo calcula el % de humedad de una muestra?
5. éComo calcula el % de cenizas de una muestra?

6. Para cada biomolécula, mencione en forma breve su composicion, asi
como su funcién.
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EXTRACCION E IDENTIFICACION DE
CARBOHIDRATOS DE RESERVA EN
ANIMALES Y PLANTAS

Objetivos
e

v/ Analizar la importancia bioldgica de los carbohidratos de reserva.
v Extraer polisacaridos de muestras diferentes.

v ldentificar a éstos con la prueba de lugol y Benedict, antes y después
de su hidrolisis.

Antecedentes académicos

Composicion quimica de los carbohidratos.
Propiedades fisicoquimicas de los carbohidratos.

Funciones de los carbohidratos en la célula y en un organismo intacto.

N N N

Pruebas para la identificacion de carbohidratos
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[ I 4
Introduccion

Los carbohidratos son compuestos organicos quimicamente formados por la
union de atomos de Carbono (C), Hidrégeno (H) y Oxigeno (O), dispuestos en
formas especificas. Se obtienen como producto de la fotosintesis que se
realiza en las plantas. Los Unicos carbohidratos de origen animal son: la
lactosa (presente en la leche de los mamiferos) y el glucégeno (presente en
higado y musculos).

Entre las principales funciones que cumplen los carbohidratos en el
organismo humano, estan:

® Aportar energia de utilizacién inmediata en forma de glucosa.

e Constituir una reserva energética en forma de glucégeno. Si el exceso
de carbohidratos es desmedido, entonces la reserva se incorpora en
forma de grasa corporal.

e Aportar la fibra necesaria para el normal funcionamiento del sistema
digestivo.

Los carbohidratos de reserva son basicamente mono-, di- y polisacaridos,
siendo el almidon el mas importante en las plantas de origen tropical.

Los polisacaridos son carbohidratos de elevado peso molecular que mediante
hidrélisis se desdoblan en un gran numero de restos de monosacaridos,
ejemplo de éstos son la celulosa, el glucdégeno y el almiddn.

El glucogeno se almacena en el higado principalmente formando hasta el
10% del peso humedo, es un material de reserva que puede mantener el
nivel de glucosa en sangre durante 12 a 24 horas. Su peso molecular va de 1 x
10° a 1 x 10® Daltons. Estd formado por mondémeros de glucosa, unidos
mediante enlaces alfa (1-4) y enlaces laterales alfa (1-6) en las ramificaciones,
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presenta estructura en forma de abanico (Fig. 1). Es soluble en agua y con el
I>da una coloracién café pardo.

El almiddn es el material de reserva de la mayoria de las plantas, existen dos
formas de almidon: la amilosa y la amilopectina. La amilosa es soluble en
agua y esta formada por cadenas lineales de D-glucosa con enlaces alfa (1-4)
y la amilopectina ademas de ser insoluble en agua, se encuentra ramificada
por cadenas de D-glucosa iguales a las anteriores pero que se unen entre si
por enlaces cruzados alfa (1-6), la separacion entre cada ramificacion es de
19 a 26 unidades de glucosa aproximadamente. La amilosa presenta una
conformacién helicoidal y en presencia de |, toma una coloracién azul, en
cambio la amilopectina debido a sus ramificaciones retiene menos I, dando
una coloracién café pardo.

,.
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Fig.1. Estructura del glucégeno
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Material y Equipo

Estuche de diseccion.

Tabla de diseccién

Gradilla

Tubos de ensaye de 13 X 100
Papel filtro de poro abierto
Embudo

Vidrio de reloj

Mortero con pistilo

Perlas de ebullicidon

Vasos de precipitados de 50, 100 y 250 mL
Soporte universal

Anillo de hierro

Pipetasde 1y 5 mL

Goteros

Parrilla

Centrifuga

Reactivos

-Acido acético

-HCl concentrado

- Etanol 96°

-NaOH solucién concentrada

- Lugol: afiada |2 a una solucién saturada de yoduro de potasio en agua,
filtre y diluya con agua destilada hasta obtener una solucién de color
pardo dorado, consérvelo en frasco ambar.
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- Reactivo de Benedict: disuelva 17.3 g de sulfato de cobre
pentahidratado en 100 mL de agua caliente. Por separado disuelva 173
g de citrato de sodio anhidro en 800 mL de agua fria. Vierta ésta ultima
solucién en la primera y complete a un volumen de 1000 mL con agua
destilada.

Material Biologico

-Rata Wistar de 200 g de peso

Método

Experimento 1

. Sacrificar una rata Wistar de aproximadamente 200 g de peso.

. Colocar la rata muerta en la tabla de diseccion y amarrarle cada una de
sus patas a las esquinas correspondientes de la tabla de diseccién.

. Realizar la diseccion del higado con ayuda del estuche de diseccidn.

. Cortar el higado por la mitad y colocarlo en un vidrio de reloj; de aqui en
adelante ésta serd la porcién de higado que se utilizara.

. Cortar la porcién de higado en trozos medianos y coléquelos en 80 mL de
agua destilada a temperatura de ebullicion y manténgalo asi por 4
minutos.

. Pasar el tejido a un mortero y triturelo con arena fina (Fig. 2).



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l/
LABORATORIOS DE DOCENCIA r\ N,’ﬁ
B
MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE / ;?5
LOS TEJIDOS | j\ TARAGOTA
Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 110/284

Fig.2. Trituracion del higado con arena fina

7. Colocar el homogenizado en la misma agua y déjelo hervir durante 15
minutos. Acidifique agregando acido acético hasta un pH de 4 a 5.

8. Filtrar en caliente (ndtese la opalescencia del filtrado) (Fig. 3) y agregar al
filtrado su mismo volumen de etanol al 96% frio. Dejar reposar la

suspension en refrigeracion durante 24 horas.

Fig.3. Filtracién en caliente
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9. Sin resuspender, decantar el liquido y centrifugar el sedimento a 2000
rom, durante 5 minutos. Desechar el sobrenadante y depositar el
precipitado en un vidrio de reloj. Dejar secar a temperatura ambiente.

10.Disolver una cantidad de glucogeno en 4 mL de agua. En 2 tubos de
ensaye colocar 0.5 mL de esta solucion, en uno de ellos afadir 2 gotas de
lugol y en el otro 0.5 mL del reactivo de Benedict, en el caso de esta
ultima prueba se requiere colocar los tubos a ebullicion en bafo maria.

11.Preparar 2 tubos mds con 0.5 mL de agua destilada cada uno, en el
primero adicione 2 gotas de lugol y en el segundo 0.5 mL de reactivo de
Benedict, estos serviran como testigos negativos.

12.Para la Hidrodlisis, agregar 3 gotas de HCl al resto de la solucién y calentar a
ebullicién en bafio maria durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo,
neutralizar con solucién concentrada de NaOH utilizando papel pH como
indicador.

13.Con la solucién neutralizada, realizar nuevamente las pruebas de Lugol y
Benedict y comparar los resultados antes y después de la hidrélisis (Fig.4).

Fig. 4. Resultados de pruebas de Lugol y Benedict para glucégeno y glucégeno
hidrolizado.
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Experimento 2.

Corte una papa en rodajas, adicione lugol y observe la coloracidn (fig. 5).

Fig.5. Adicidn de lugol.

Experimento 3.

1. Colocar unos granos de arroz molido en agua caliente. Obtener un extracto

de almidon.

2. Tomar dos alicuotas de 0.5 mL de este extracto y realizar las pruebas de

lugol y Benedict.

3. Para la Hidrdlisis, tomar 2 mL del extracto y agregar 3 gotas de HCl calentar
a ebullicion en bafio maria durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo,
neutralizar con solucion concentrada de NaOH utilizando papel pH como

indicador.

4. Con la solucién neutralizada, realizar nuevamente las pruebas de Lugol y
Benedict y comparar los resultados antes y después de la hidrélisis (Fig. 6).
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Fig. 6. Resultados de pruebas de Lugol y Benedict para almidén y almidén
hidrolizado.

Resultados

Realizar un cuadro con los resultados obtenidos para las pruebas de lugol
y Benedict en cada una de las muestras analizadas.

Cuestionario

1. éCuales son las propiedades del glucégeno que se aprovechan para su
extraccion?

2. ¢Cual es el fundamento de la reaccién de Benedict y a qué se deben
sus resultados antes y después de la hidrdlisis?

3. éCudl fue el polisacarido identificado en los experimentos 2 y 3?
Mencione sus diferencias con respecto al glucégeno.
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4. éQué es un azucar reductor?
5. éPuede un polisacarido ser reductor? ¢Por qué?
6. ¢éEn qué otros tejidos se puede encontrar glucégeno?

Referencias

. Acufia F. Quimica Organica. Costa Rica: UENED; 2006.

. Aguilar-Santelises L, Corona-Ortega MT, Garcia-del Valle A, Rangel-Corona
R, Cruz-Millan M. Antologia para los laboratorios de Bioquimica Celular y
de los Tejidos | y Laboratorio Integral de Biologia |. 2a ed. México: FES
Zaragoza, UNAM; 2007.

. Campbell MK, Farrell SO. Bioquimica. 6a ed. México DF: Cengage Learning;
2010.

. Clark JM. Bioquimica experimental. Madrid: Acribia; 1996.

. McKee T, McKee J. Bioquimica: las bases moleculares de la vida. 4° ed.
Madrid: Mc Graw Hill-Interamericana; 2009.

. Stryer L, Berg JM, Timoczko JL. Bioquimica. 62 ed. Barcelona, Espafia:
Editorial Reverté. 2008.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE j\/

i
ﬁf‘ e
T
FES
LOS TEJIDOS | o TARAGOTA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 115 /284

EXTRACCION Y ANALISIS DE

LIPIDOS DE LA YEMA DE HUEVO
I —————

Objetivos

v/ Analizar las propiedades de los lipidos.
v Extraer los lipidos de la yema de huevo.
v Cuantificar fosfatos de lipidos fosforilados y no fosforilados.

v Analizar la importancia bioldgica de los lipidos presentes en la yema de
huevo.

Antecedentes académicos

v Definicidon y clasificacién de los lipidos.

v Propiedades fisicoquimicas de los lipidos.

v/ Métodos de extraccion e identificacion de lipidos.
v Métodos de cuantificacién de fésforo.

v Componentes lipidicos de la yema de huevo
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[ I 4
Introduccion

Los lipidos representan uno de los cuatro grupos principales de
macromoléculas presentes en todas las células. Llevan a cabo multiples
funciones en el organismo, como: almacenamiento de energia, transporte,
estructura, especialmente en membranas, confiriéndoles la propiedad de
permeabilidad selectiva, al permitir el paso o no de algunas sustancias y en
determinada direccion, asi como la conduccidn nerviosa y el trasporte activo
como la bomba de Na*/K*. Ademads, actian como hormonas y algunas
vitaminas. A diferencia de los dacidos nucleicos, las proteinas y los
polisacaridos, los lipidos no son poliméricos. Sin embargo, se agregan, y es en
este estado en el que llevan a cabo su funcion estructural en las membranas
bioldgicas.

Los lipidos exhiben mayor variedad estructural que las otras clases de
macromoléculas biolégicas. Hasta cierto grado, los lipidos son una categoria
general de sustancias similares Unicamente por ser en gran medida
hidréfobas y sélo escasamente solubles en agua. En general, los lipidos llevan
a cabo tres funciones bioldgicas:

1. Ser componentes esenciales de las membranas bioldgicas.
2. Servir como depdsitos de energia.

3. Participar en numerosos acontecimientos de sefalizacidon intra e
intercelular.

Debido a su naturaleza hidréfoba los lipidos son faciles de separar de otros
materiales bioldgicos mediante extraccion con disolventes organicos.
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Propiedades fisicoquimicas de los lipidos

Los lipidos son insolubles en agua, cuando se agitan fuertemente en ella se
dividen en gotas formando una emulsidén que es transitoria, pues desaparece
en reposo por reagrupacion de las gotitas de grasa en una capa que, por su
menor densidad, se situa sobre el agua. Por el contrario, son solubles en
disolventes organicos, como éter, cloroformo, acetona, benceno, etc. Su
solubilidad en alcoholes dependera del tamafio de él mismo, asi como de su
ramificacion (a mayor numero de carbonos mas soluble serd el lipido no asi
con la ramificacion).

Fosfolipidos

Los fosfolipidos, son moléculas anfipaticas que contienen un alcohol
(glicerol), dos acidos grasos y un grupo fosfato (Fig. 1). Son los componentes
lipidicos principales de las membranas bioldgicas. Se organizan como glicerol-
3-fosfato y las posiciones C; y C, estan esterificadas con dacidos grasos,
comunmente uno saturado y otro insaturado con una longitud promedio de
18 carbonos Adicionalmente, el grupo fosforilo esta unido a un hidrégeno
(acido fosfatidico) o a otro grupo, en general polar (Cuadro 1).
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o Acido graso saturado

Il (por ejemplo: palmitico)

H2C O—C\/\/\/\/\/W\CHs
i
X CHj,
O Acido graso insaturado
H,C 0 |F|> O—R (por ejemplo:oleico)
.
O

Fig. 1. Glicerofosfolipido.

Cuadro 1. Sustituyentes en el glicerofosfolipido.

R Estructura de R Nombre
Hidrégeno L Acido fosfatidico
Etanolamina | H. H,—CH,—NH; | Fosfatidiletanolamina
HsC_~ CHa
Colina A?Hz—CHz—N:CH Fosfatidilcolina
3

: ‘HZ—CH—NH;

Serina Fosfatidilserina

P

O

Los fosfolipidos son componentes estructurales importantes de las
membranas, varios fosfolipidos son agentes emulsionantes y agentes
superficiales activos (un agente superficial activo es una sustancia que
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disminuye la tension superficial de un liquido, normalmente el agua, de
forma que se dispersa por una superficie).

Pueden realizar estas funciones ya que son anfipdticos, esto es que son
simultaneamente hidrofilicos e hidrofébicos. Es la parte hidrofilica donde se
encuentran el grupo fosfato y el aminoalcohol o base nitrogenada. Esta
caracteristica estructural hace posible que los fosfolipidos participen en el
intercambio de sustancias entre un sistema acuoso y el sistema lipidico
separando y aislando a los dos sistemas, a la vez que los mantiene juntos.

Cuando los fosfolipidos se suspenden en agua, se reagrupan
espontaneamente en estructuras ordenadas, los grupos hidréfobos quedan
enterrados en el interior para excluir el agua, simultaneamente, los grupos de
cabeza polar se orientan de forma que se exponen al agua. Cuando estan
presentes las moléculas de fosfolipidos en una concentracion suficiente,
forman capas bimoleculares. Esta propiedad de los fosfolipidos es la base de
la estructura de la membrana (Fig. 2).

Fig. 2. Moléculas de fosfolipidos en solucién acuosa.

La fosfatidilcolina (lecitina), es el fosfolipido mds abundante de la yema de
huevo, por lo que se toma como referencia para analizar las propiedades y
cuantificar los lipidos presentes en la yema de huevo.
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La yema de huevo es una fuente rica en lipidos, en el cuadro 2 se muestra el
contenido de los principales fosfolipidos en ella.

Cuadro2.Contenido de fosfolipidos en
100g de yema de huevo

Fosfolipidos totales 10.34¢g

Fosfatidilcolina 6.79¢g

Fosfatidiletanolamina 193¢
Fosfatidilinositol 64.00 mg
Esfingomielina 488.00 mg

Digestion por el método de Kjeldahl

Este método fue desarrollado para separar el nitrégeno contenido en las
proteinas y cuantificarlas de forma indirecta. En esta practica debido a que el
fosforo se encuentra en combinacidon con materia organica en los lipidos, la
determinacion de fosforo total debe necesariamente contemplar una
oxidacion efectiva de la materia organica.

Por lo anterior se calienta el compuesto que contiene fésforo con acido
sulfudrico concentrado, durante el proceso se agregan gotas de H;0; el cual
acelera la reaccion. Se lleva a cabo |la operacién en matraces de cuello largo
(matraces Kjeldahl) sobre un digestor de alto calentamiento.

Los compuestos organicos se carbonizan por la accion del acido sulfurico, los
elementos carbono, hidrégeno, fosforo y azufre son oxidados a CO», CO, H;0,
P,07* y SO,. El abundante desprendimiento de didxido y triéxido de azufre
exige efectuar el proceso en la campana de extraccion. Se continua la
digestion hasta que la muestra reaccionante sea completamente incolora.
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Determinacidén de fésforo por el método de Fiske & Subbarow

Se utiliza este método con la finalidad de cuantificar el fosforo contenido en
los lipidos de la muestra. Los iones fosfato reaccionan con al molibdato de
amonio en medio acido para producir el complejo fosfomolibdato de amonio,

el cual, en presencia de un agente reductor,

produce un complejo

heteropolimérico de color azul, azul de molibdeno, cuya absorbancia se mide
a los 615 nm. La intensidad de color es proporcional a la concentracién de
fosforo de la muestra.

Material y Equipo

Anillo de hierro

Embudo de separacion de 125 mL
Embudo de tallo corto

Marcador indeleble de punta extrafina
Matraces aforados de 10, 50 y 100mL
Matraces MicoKjeldahl de 30 mL
Micropipetas. p200, p1000 y p5000 pL
Papel filtro de poro grueso

Pipetas graduadas de 5y 10 mL 1/100
Probetas graduadas de 25y 100mL
Puntas nuevas para las micropipetas
Soporte universal

Vasos de precipitados de 25, 50, 150 y 250 mL
Bafio maria

Parrilla de calentamiento

Balanza analitica

Espectrofotémetro

Celdas para espectrofotdmetro
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Reactivos

Reactivo 1: Con mucha precaucién afadir 26 mL de H.SO4 concentrado
en 70 mL de agua destilada (enfriar con flujo de agua en la parte
externa del recipiente), posteriormente agregar y disolver 2.5 g de
molibdato de amonio, completar a 100 mL con agua destilada.

Reactivo 2: Disolver en agua: 14 g de bisulfito de sodio, 0.5 g de sulfito
de sodio, 0.25 g de acido 1 amino-2 naftol- 4 sulfénico, es importante
disolver en ese orden y no agregar el siguiente reactivo hasta que se
disuelva el anterior, finalmente llevar a 200 mL con agua destilada.
Conservar en refrigeracion donde es estable durante 2 semanas.

Solucion estandar de fosfato: Disolver 0.4394 g de fosfato
monopotdsico en agua destilada y aforar a 1000 mL con agua (Solucion
Stock). Posteriormente realizar una dilucion 1:10 de la solucidn Stock.

Mezcla cloroformo-Metanol 2:1 V/V
Acetona

Cloruro de sodioal 1%

Sulfato de sodio anhidro

Eter de petréleo

Acido sulfurico

H,0,al 30%

Hidroxiquinona

NaOH 1N
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Material Biologico

-Huevo de gallina

Método

Extraccion y separacion de fosfolipidos vy lipidos no fosforilados.

1. Romper un huevo de gallina a la mitad y separar la clara de la yema
utilizando un desyemador.

2. Pasar la yema a un vaso de precipitados de 250 mL, adicionar 90 mL de
una mezcla de disolventes: cloroformo-metanol 2:1 V/V, agitar
suavemente mezclando bien la yema con el disolvente. Dejar reposar
10 minutos.

3. Filtrar el homogenizado a través de un filtro de poro grueso. Dividir el
filtrado en dos partes para que sea utilizado por dos equipos de trabajo
y continuar.

4. Colocar el filtrado en un embudo de separacion con 25 mL de solucidn
acuosa de NaCl al 1 %, invertir cuidadosamente dos veces el embudo
para lavar el filtrado y dejar reposar 10 minutos para permitir la
separacion de ambas fases. Finalmente obtener sélo la fase
cloroférmica.

5. Eliminar el agua que pueda haber en la fase cloroférmica mediante la
adiciéon de aproximadamente 2g de Na;SOs anhidro, agitar
vigorosamente vy filtrar. En caso de que la solucion continue turbia,
repetir la operacién
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6. Evaporar el disolvente en bafo maria, hasta que se observe un residuo
espeso, sin olor a disolvente adicionar 15 mL de acetona fria y colocar
en bafio de hielo.

7. Lavar precipitado (lipidos fosforilados) con 5 mL de acetona fria,
eliminar el disolvente por decantacion y disolver en 10 mL de éter de
petréleo. Guardar en un frasco ambar, etiquetar y guardar en
refrigeracion.

8. Evaporar la solucién cetdnica (lipidos no fosforilados) en bafio maria y
disolver en 10 mL de éter de petroleo.

Precaucidon: Etiquetar bien sus recipientes y adicionar trazas del
antioxidante hidroxiquinona para guardar las muestras. Guardar en
refrigeracion.

Determinacion del contenido de fdésforo en fosfolipidos y lipidos no
fosforilados.

Evaporar las dos soluciones etéreas a sequedad en bafo maria.

Pesar en dos papeles filtro pequefios, 10 mg de fosofolipidos y lipidos
no fosforilados. Colocar los papeles en dos matraces microkjedahl y
digerirlos con 1.0 mL de H.SOs, adicionar durante el calentamiento
gotas de H,0; al 30 %. Continuar con la digestion hasta que el liquido
se encuentre incoloro. Tener cuidado al momento de agregar el
perodxido evitando que el matraz este muy caliente.

3. Aforar los liquidos resultantes a 50 mL con agua destilada.

4. Tomar alicuotas de 1 mL y neutralizar al tornasol con NaOH 1N y aforar
a 10 mL con agua destilada.

5. Vaciar cada muestra a un vaso de precipitados de 25 mL y agregar a
cada una 0.4 mL del reactivo de molibdato (reactivo 1), dejar reposar
10 minutos.
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6. Agregar 0.2 mL del reactivo 2, dejar reposar 5 minutos.
7. Leer en el espectrofotdmetro a 615 nm.

Curva estandar de fosforo

1. Tomar 5 alicuotas de la soluciéon patréon de fosfatos: 0.2, 0.6, 1.0, 2.0,
3.0 mL respectivamente y aforar a 10 mL con agua destilada.

2. Para blanco de reactivos, se afora 10 mL de agua destilada.

3. Vaciar cada solucion estandar a un vaso de precipitados

4. de 25 mL y agregar a cada uno 0.4 mL del reactivo de molibdato

(reactivo 1), dejar reposar 10 minutos.

Agregar 0.2 mL del reactivo 2, dejar reposar 5 minutos.

Leer en el espectrofotdmetro a 615 nm, utilizando el blanco de

reactivos.

o wu

Resultados

- Graficar la curva estandar de fosfatos e interpolar las absorbancias de las
muestras (fosforilados y no fosforilados).

- Tomar en cuenta las diluciones de las muestras para determinar la
cantidad de fosforo en los lipidos fosforilados y no fosforilados; asi como
el porcentaje de fésforo presente en las muestras.
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Cuestionario

1. Menciona 5 funciones de los lipidos en los organismos bioldgicos.
2. Explica el fundamento del método de Kjeldahl.
3. Justifica el uso de los disolventes cloroformo-metanol en la practica.

4. Indica en qué consiste el método de cuantificacion de fosfatos (Fiske &
Subbarow) y su importancia para la practica.

Referencias

1. Aguilar-Santelises L, Corona-Ortega MT, Garcia-del Valle A, Rangel-
Corona R, Cruz-Millan M. Antologia para los laboratorios de Bioquimica
Celular y de los Tejidos | y Laboratorio Integral de Biologia I. 2a ed.
México: FES Zaragoza, UNAM; 2007.

2. Facultad de Quimica. UNAM. Licenciatura de Quimica en alimentos.
Analisis de alimentos fundamentos y técnicas. [on line] Disponible en:
dspace.universia.net/bitstream/2024/1067/1/ManualdeFundamentos
yTecnicasdeAnalisisdeAlimentos_6501.pdf.

3. Garcia-del Valle A, Aguilar-Santelises L, Corona-Ortega MT. Protocolos
de Bioquimica Celular y de los Tejidos | (complemento). México: FES
Zaragoza, UNAM; 2004.

4. Harper HA, et al. Bioquimica de Harper. 282 ed. México: McGraw-Hill
Interamericana; 2010.
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5. McKee T, McKee J. Bioguimica: las bases moleculares de la vida.4? ed.
Madrid: Mc Graw Hill-Interamericana; 2009.

6. Voet D, Voet JG, Pratt ChW. Fundamentos de Bioquimica. La vida a
nivel molecular. 22 ed. Buenos Aires, Argentina: Editorial Médica
Panamericana; 2007.
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ANALISIS E IDENTIFICACION DE
LIPIDOS DE LA YEMA DE HUEVO POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Objetivos

Vv ldentificar los lipidos de la yema de huevo, por medio de la técnica de
cromatografia en capa fina.

v Estudiar los fundamentos de la cromatografia en capa fina.

Antecedentes académicos

v Clasificacion de los lipidos.
v/ Componentes lipidicos de la yema de huevo.
v/ Fundamentos de la cromatografia en capa fina.

v/ Métodos de identificacién de lipidos.
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[ Y 4
Introduccion

Los lipidos constituyen un complejo grupo de compuestos relacionados
principalmente porque son insolubles en agua, solubles en disolventes no
polares, como el éter, acetona, cloroformo, benceno y alcohol, y que se
encuentran en tejidos animales y vegetales. Entre los muchos tipos de lipidos
gue existen podemos citar grasas, acidos grasos, ceras, esteroides,
fosfolipidos, glucolipidos y terpenos, como ejemplos de sustancias
biolégicamente importantes. Los lipidos presentes en los seres vivos pueden
dividirse en dos grandes grupos, en funcién de sus estructuras quimicas:
simples y complejos.

A) Lipidos simples.

Los lipidos simples no contienen dacidos grasos por lo que no son
saponificables y se derivan de moléculas de cinco carbonos. Los lipidos
simples son:

e Esteroides. Los esteroides mds comunes son el colesterol, los acidos
biliares y las hormonas sexuales en los vertebrados, la mayoria de los
esteroides se encuentran como alcoholes libres o como ésteres de
acidos grasos de cadena larga. El esterol mas comun es el colesterol,
gue es un componente de la membrana citoplasmatica de los tejidos
animales.

e Terpenos. Son constituyentes notables de ciertos vegetales, y a ellos
se debe su olor y sabor caracteristicos, éstos se sintetizan a partir de
la acetilcoenzima Ay son los precursores de los esteroides.

e Prostaglandinas. Moderadores de la actividad hormonal, son acidos
carboxilicos de 20 atomos de carbono, que contienen un anillo
ciclopentano, grupos oxidrilo, uno o mas dobles enlaces y en
ocasiones un grupo cetona.
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B) Lipidos complejos

Los lipidos son un grupo complejo contienen Aacidos grasos y son
saponificables, se dividen en triacilglicéridos, esfingolipidos,
fosfoacilglicéridos y ceras.

Los acidos grasos presentes en la naturaleza son cadenas de hidrocarburos
no ramificadas con un grupo carboxilo en un extremo, éstos son sintetizados
a partir de unidades de acetilo de dos carbonos. Cuando todos los atomos de
carbono de una cadena de acido graso estan unidos por enlaces covalentes
simples, el compuesto es “saturado”, un acido graso “no saturado” tiene uno
o mas enlaces dobles entre los atomos de carbono del esqueleto de la
cadena.

Los triacilglicéridos, llamados grasas neutras, son esteres del alcohol glicerol
y acidos grasos, estos son la principal forma de almacenamiento de lipidos
tanto en vegetales como en animales, pueden formarse a partir del exceso de
carbohidratos, proteinas o lipidos en las células y tejidos (Fig. 1).

Glicerol
H
o Sl . Acido graso libre
= )\/\/\/\/\/\
H—(II—OH ¢

Triglicérido

Fig.1. Estructura de triglicéridos (triacilglicéridos)
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Los fosfolipidos son constituyentes importantes de las membranas celulares.
En una molécula de fosfolipido, un acido graso esta unido a uno de dos
grupos hidroxilo del glicerol y un residuo de acido fosférico lo esta al tercer
hidroxilo, en lugar de un tercer dcido graso, como en una grasa neutra (Fig.2).
Asi, todos los fosfolipidos tienen una “cola” hidréfoba que consta de dos
cadenas de acidos grasos y una “cabeza” hidréfila constituida por un residuo
de acido fosférico cargado positivamente. Los fosfolipidos son, por lo tanto,
moléculas anfipaticas, debido a que en la misma molécula existen las dos
regiones: hidréfila e hidrofoba. Debido a su naturaleza anfipatica, un
fosfolipido puede actuar con fases acuosas y no acuosas y sirve asi como
enlace entre la célula y su entorno.

cola no polar

. H o
FOSFOGLICERIDO |, o 8 AAAAAAA

cabeza polar (o}
HC-0-C AN
Hs(\: (o)
+ g il
H“'c"i-CHgGH,-O—ll’—CHZ
H,C (0]

Fig. 2. Fosfolipido.

Cuando los fosfolipidos interactian con agua, se congregan
espontdneamente en dos capas, en dichas capas bimoleculares de
fosfolipidos, las cabezas hidréfilas de las moléculas estan en el agua y las
colas hidréfobas son excluidas de ésta. Dichos agregados bimoleculares se
asemejan notablemente a la disposicién de los fosfolipidos en las membranas
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celulares. Se parecen aun mds a las membranas cuando una mezcla de
proteinas y fosfolipidos se afiade a un sistema con fase acuosa y aérea. Las
propiedades anfipaticas de los fosfolipidos son muy importantes en la
conformacion de |la membrana, asi como en sus funciones en las
interacciones que comprenden agua, lipidos y proteinas.

En medio acuoso las colas de los fosfolipidos se disponen de manera tal de
formar un ambiente local hidrofébico. Esto deja a los grupos fosfatos "de
cara" al ambiente hidrofilico. Existen tres estructuras que los fosfolipidos
pueden formar en razén de naturaleza anfipatica (Fig. 3).

(€)

=

T
! i) i l MK -‘--l-(llz(n',l

(a)

o TITITITIIIRRINAnEaTInG
SO

Todos los fosfolipidos son derivados del acido fosfatidico (Fig.4) y se nombran
segun sus grupos polares de
O
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. ) Nombre de los
X Estructura de X Glicerofosfalipidos
(a) hidrégeno —H 4cido fosfatidico

fosfatidiletanolamina

fosfatidilcolina

fosfatidilserina

fosfatidilinositol

Fig. 5. Ejemplos de Fosfolipidos

Los esfingolipidos son moléculas anfipaticas, éstos también se conocen como
fosfolipidos debido a la presencia del grupo fosfato (Fig. 6). Esta clase de
lipidos se presentan en las membranas celulares del encéfalo y el tejido
nervioso aunque pueden encontrarse en otras partes (Fig. 7).

HO~'CH =~ CH*=CH—(CHy),»—~CH,
Estngodpsdo [ (||)
siructurs 1 —_—N—"
ooy L e S T

Fig. 6. Estructura general de
un esfingolipido
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Separacion e identificacidon de Lipidos. Los antiguos métodos para separar e
identificar los lipidos basados en procedimientos quimicos clasicos de
cristalizacion, destilacion y extraccion por solventes, han sido en gran parte
remplazados por métodos cromatograficos, siendo la cromatografia en capa
fina la mas atil para la separacion de las diversas clases de lipidos. Por medio
de esta técnica pueden separarse una mezcla de sustancias en sus
componentes sobre un medio de soporte, las moléculas son arrastradas a
distintas velocidades. La relacion que existe entre la distancia que recorre la
muestra desde el punto de aplicacion, sobre la distancia que recorre el
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eluyente da un valor denominado Rf, el cual es caracteristico para cada

sustancia.

La separacidén de varios fosfolipidos empleando la cromatografia de capa fina
se indica en la siguiente figura 8:

NL
OPG

PE

PI
PS

PC

SM
LPL

oD 0

— e ——F

NL-Lipido Neutro
PE-Fosfatidiletanolamina
Pl-Fosfatidinositol
PS-Fosfatidilserina
PC-Fosfatidilcolina
SM-Esfingomielina

LPL-Lisolecitina

Figura 8. Cromatografia en capa fina de lipidos
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Material y Equipo

Vasos de precipitados de 250 y 500 mL
Pipetas graduadas de 5y 10 mL 1/100
Probetas graduadas de 100y 250 mL
Camara de cromatografia

Camara para revelado con Yodo metalico
Tubos capilares o aplicadores

Placas de vidrio 20X20 cm, grosor 0.5 cm.

Aspersores
Agitadores de vidrio
Estufa
Reactivos
Silica gel

Molibdato de sodio

Sulfato de hidracina

Acido sulfdrico concentrado

Ninhidrina

Butanol

Nitrato de bismuto

Yoduro de potasio

Acido acético

Hidroéxido de sodio

Yodo (cristales)

Sistema de disolventes para la cromatografia: Cloroformo,
metanol, acido acético y agua destilada (65, 25, 8, 4)
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Preparacién de Disoluciones Reveladoras
1. Reactivo de molibdato (para fosfolipidos). Pesar 6.85 g de molibdato
de sodio y 0.4 g de sulfato de hidracina y disolverlos en 100 mL de agua
destilada. Anadir lentamente 100 mL de acido sulfurico concentrado,
enfriar y aforar a 1000 mL con agua destilada.

2. Reactivo de ninhidrina (para amino-fosfolipidos). Pesar 0.5 g de
ninhidrina y disolverlos en 100 mL de butanol.

3. Reactivo de bismuto (para fosfolipidos con colina).
a. Preparar dos soluciones:
i.Solucion A: Pesar 1.7 g de nitrato de bismuto y disolverlos
en 100 mL de acido acético al 20% en agua destilada (V/V).
ii.Solucion B: Pesar 40 g de yoduro de potasio (KI) vy
disolverlos en 100 mL de agua destilada.
b. Antes de utilizar el reactivo:
i.Mezclar 4 mL de la Solucién A, 20 mL de acido acético al
20% vy 1 mL de la Solucién B.

Método

1. Preparacion del adsorbente.

a. Pesar 2.5 g dessilica gel G en un vaso de precipitado de 25 mL.

b. Afadir lentamente y con agitacion NaOH 0.01 N, hasta obtener
una pasta uniforme libre de burbujas, de una consistencia que
permita derramar el adsorbente, pero sin ser demasiado fluida
(aproximadamente 6 mL).
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2. Preparacion y activacion de placas.

a. Lavar exhaustivamente con detergente las placas de vidrio,
enjuagar con suficiente agua y secar con papel absorbente.

b. Verter el adsorbente formando una capa uniforme en las placas.

c. Dejar secar por 5 minutos a temperatura ambiente

d. Activar las placas en horno a 100-120°C durante una hora.

e. Proteger las placas de vapores de laboratorio y del deterioro
mecanico, debiendo presentar un aspecto uniforme sin
granulaciones de gran tamafio.

3. Aplicacion de la muestra.

Colocar a 1 cm de uno de los extremos tres aplicaciones equidistantes
correspondientes a lipidos totales, lipidos fosforilados y lipidos no
fosforilados en cuatro placas cromatograficas, dejando secar después de
cada aplicacién y cuidando de no perforar la capa de silica.

4. Desarrollo del cromatograma.

Desarrollar la placa cromatografica en una camara de cromatografia
saturada y sellada, utilizando como fase mévil una mezcla de cloroformo-
metanol-acido acético-agua (65:25:8:4, en volumen).

5. Revelado del cromatograma.

a. Colocar una placa en una cdmara que contenga cristales de yodo
para revelar lipidos con insaturaciones, marcar cuidadosamente
cada mancha con un lapiz.
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b. Rociar otra de las placas con reactivo de ninhidrina para revelar
lipidos que contienen grupos amino primario y secundario
(calentar la placa a 100°C durante 2 o 3 minutos en el horno).

c. Rociar la tercera placa con el reactivo de bismuto para revelar
lipidos que contienen colina.

d. Rociar la cuarta placa cromatografica con el reactivo de
molibdato de sodio para fosfolipidos en general.

Resultados

Hacer un esquema de las cromatoplacas obtenidas con los diferentes
reveladores.

Comparar con los esquemas de cromatografia presentados en Ia
literatura.

Correlacionar los Rfs reportados y los practicos.

Cuestionario

1. ¢Qué clases de lipidos se encuentran en la yema de huevo y cual es su
proporcion?

2. ¢Cuadles son los métodos que se utilizan para el analisis de lipidos?
3. ¢Cuadl es el fundamento de la cromatografia en capa fina?

4.¢El reactivo de bismuto, ninhidrina y molibdato para que tipo de
fosfolipidos son cada uno y que coloracidn se observa?
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TITULACION DE AMINOACIDOS

Objetivos

v Determinar los pKa’s de un aminoacido (aa) problema.
v Determinar de qué aminoacido se trata.

v Comprobar por medio de la reaccién de Sérensen que los aminoacidos
se comportan como iones dipolares.

Antecedentes académicos

Propiedades de acidos y bases.
Curvas de titulacion.
Preparacion de soluciones valoradas.

Clasificacion de los aminoacidos.

NN

Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos.
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[ I 4
Introduccion

Los aminoacidos son compuestos organicos que conforman la unidad
fundamental de las proteinas; poseen dos grupos funcionales caracteristicos:
un grupo amino —NH y un grupo carboxilico -COOH.

En general, todos los aminoacidos obtenidos de la hidrdlisis de una proteina
son del tipo alfa, que corresponden a la siguiente férmula general:

NH,
|

R-C-COOH
|

H

Donde R representa el esqueleto de carbono caracteristico de cada
aminoacido.

Un aminodcido simple (con grupo R polar), a pH neutro, es una molécula
eléctricamente neutra. Esta neutralidad no se debe a que no tenga cargas
sino a que su grupo carboxilo esta cargado negativamente y el grupo amino
positivamente, confiriendo al aminoacido una carga global nula.

Existen dos propiedades de los aminodcidos que indican que su
comportamiento no es el que presenta un dacido carboxilico y una amina
como compuestos organicos, una de ellas es la solubilidad que presentan
(con algunas excepciones) en agua y la otra son los puntos de fusién altos,
caracteristicos de sustancias de tipo inorganico.

Estas dos propiedades indican que los grupos de los aminoacidos se
encuentran cargados, que son compuestos polares y ademas que en solucién
su estructura es de zwitterion o ion dipolar. Asi por ejemplo la glicina
presenta en solucidn la siguiente estructura: *“NHs-CH,-COO".
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Lo que significa en este caso y de acuerdo con la definicién de Bronsted, el
grupo amino actla como acido ya que puede ceder un protén y el grupo
carboxilo actia como base ya que puede aceptar un proton.

Cada grupo amino o carboxilo de un aminoacido presentara un pKa (Tabla 1)
gue puede determinarse por la ecuacion de Henderson-Hasselbach:

pH = pKa + log [A-] / [HA]

de donde si: [A-] = [HA] tenemos que: log [A-] / [HA] =log1=0; entonces:
pH = pKa

Lo que significa que el pKa de un acido o una base es el pH en el cual se
encuentra titulado a la mitad (Fig. 1).

i j Forma anidnica.

print Zwitterion proximo al punto
pH 6 isocléctrice -
.00

isoeléctrico.

a

Forma catidnica.

0.5 1 1.5 2

evquivabemes de TOH anadideos

Fig. 1. Curva de titulacion de glicina.
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Tabla 1. Valores de pK de los ( aminoacidos mas comunes

alfa-aminoacido

pK; alfa-COOH

pK2 alfa-NHs*

pKg Cadena lateral

Alanina 2.35 9.87

Arginina 1.82 8.99 12.48 (guanidino)
Asparagina 2.1 8.84

Acido aspartico 1.99 9.9 3.90 (beta-COOH)
Cisteina 1.92 10.78 8.33 (sulfhidrilo)
Acido glutdmico 2.1 9.47 4.07 (gamma-COOH)
Glutamina 2.17 9.13

Glicina 2.35 9.78

Histidina 1.8 9.33 6.04 (imidazol)
Isoleucina 2.32 9.76

Leucina 2.33 9.74

Lisina 2.16 9.18 10.79 (epsilon-NHs")
Metionina 2.13 9.28

Fenilalanina 2.16 9.18

Prolina 2.95 10.65

Serina 2.19 9.21

Treonina 2.09 9.1

Triptéfano 2.43 9.44

Tirosina 2.2 9.11 10.13 (fenol)
Valina 2.29 9.74

’c‘l'»!

2M =
”mf
L .ﬂ

)
~

Péagina
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Material y Equipo

e Gotero
e Bureta de vidrio con llave de teflon de 25 mL
e Parrilla de agitacion y calentamiento
e Soporte universal
® Pinza para bureta
e Vasos de precipitados de 100 mL
® Potencidmetro
Reactivos
- Glicina 0.1N

- Hidréxido de sodio, (NaOH) 0.1 N valorado

- Acido Clorhidrico, (HCI) solucién concentrada
- Formol neutro

- Aminodacido bdsico 0.1 N

- Aminodcido acido 0.1 N
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Método

1. Se repartiran a los alumnos las soluciones de los aminoacidos: glicina, el
aminoacido basico y el acido; etiquetados arbitrariamente como aal, aa2 y
aa3; de manera que cada equipo trabaje con un aminoacido sin saber de cual
se trata.

2. Llevar la muestra de aminoacido a pH
1.5 mediante la adicion de HCI
concentrado (Fig. 2).

3. Titular la muestra de 20 mL de
aminoacido con una solucidn
valorada de NaOH 0.1 N hasta
llegar a pH 13, tomando lecturas
de pH después de cada adicion
de 1 02 mL (Fig. 3).

Fig. 3. Titulacidn de la solucién de aminodcido.
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4. Repetir la titulacion con otros 20 mL de aminodcido (previamente
llevado a pH 1.5 con HCI) adicionando a cada muestra 10 mL de formol
neutro. Registrar el pH de la misma forma que en la primera titulacién.

Resultados

- Con los datos obtenidos durante las titulaciones, graficar:
o pH contra meq (miliequivalentes) gastados de NaOH.

o pH contra meq gastados de NaOH en la titulacidon del aa en
presencia de formol.

- Determinar los pKa's de su aa problema.

- Senalar las diferencias observadas en las curvas de titulacion del aa en
presencia de formol.

- Realizar todo lo anterior con las otras muestras de aminodcidos
trabajadas por los otros equipos.

Cuestionario

1. ¢Cuales son los aminodcidos basicos? Escriba su estructura a pH acido.
2. éCuadles son los aminoacidos acidos? Escriba su estructura a pH acido.
3. éQué es el pKa? ¢Como se obtiene?

4. En la grafica de titulacién de un aminoacido, con NaOH y HCl sefnale
dénde se localiza el pKa de cada grupo.
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5. éComo determina el punto isoeléctrico de un aminoacido neutro, de uno
acido y de uno basico?

6. ¢Como se aplicaria la ecuacién de Henderson-Hasselbach para preparar
una solucion amortiguadora de pH 4?

7. éComo esperaria los resultados de la titulacion de un aminoacido en
presencia de formol? ¢ Por qué?

Referencias

1. Aguilar-Santelises L, Garcia-del Valle A, Corona-Ortega MT, Rangel-
Corona R, Cruz-Millan M. Antologia del laboratorio de Bioquimica
Celular y de los Tejidos | (complemento). México: FES Zaragoza, UNAM;
2008.

2. Blanco D., Garrido A., Teijéon J. et al. Fundamentos de Bioquimica
estructural. México: Alfaomega; 2005.

3. Fornaguera J, Godmez G. Bioguimica: la ciencia de la vida. Costa Rica:
EUNED; 2004.

4. Giraldo G, Loango N, Mejia C. Laboratorio de Bioquimica: una vision
practica. Colombia: Universidad de Quindio; 2010.

5. Murray RK, Granner DK, Mayes PA, Rodwell VW. Harper: Bioquimica
ilustrada. 28a ed. México DF: McGraw-Hill Interamericana; 2010.

6. Quesada S. Manual de experimentos de laboratorio para Bioquimica.
Costa Rica: EUNED; 2007.
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CROMATOGRAFIA DE

AMINOACIDOS
S —

Objetivos

v Aplicar la técnica de cromatografia para la separacion de una mezcla de
aminoacidos.

v Explicar los fundamentos de la separacién en la cromatografia en capa
fina.

v Analizar los factores que modifican la resolucion de ésta técnica.

Antecedentes académicos

v Fundamentos de la cromatografia.

v Estructura quimica de los aminoacidos.

v Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos.
v Clasificacion de los aminoacidos.

v Pruebas para la identificacion de aminoacidos.
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Introduccion

Los aminodcidos son compuestos organicos que conforman la unidad
fundamental de las proteinas; poseen dos grupos funcionales caracteristicos:
un grupo amino —NH y un grupo carboxilico —COOH.

En general, todos los aminoacidos de un hidrolizado de proteina son del tipo
alfa, que corresponden a la siguiente formula general (Fig. 1):

Un carbono con un grupo amino (—NHz), un grupo carboxilico (~COOH) y un
grupo lateral R (Figura 1).

Fig. 1. Estructura general de los aminoacidos.

El grupo R representa el esqueleto carbonado caracteristico del aminoacido
en cuestidon y que es el que le distingue de los demas.

Los aminoacidos pueden ser clasificados de acuerdo a su caracter acido o
basico. Asi podrian ser:

a) Neutros: alifaticos, aromaticos, azufrados, secundarios.
b) Acidos.

c) Basicos.
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Tabla 1. Clasificacidon de aminoacidos de acuerdo a su polaridad

Tipo Ejemplo Esructura
. CH,~CH-~-COOH
Alanina (ALA) NH,
(‘l|' . . .
Valina (VAL) i1, TR
‘ NH,

Con grupo R no CHix eh-c H-C
grup Leucina (LEU) CH. CH~CH,~CH-COOH
polares NH,

NH,
Isoleucina (|LE) CH,~CH, (‘,‘.H (‘fll COOH
CH
o CH,~S~CH,~CH,~CH-COOH
Metionina (MET)
NH,
Glicina (GLY H—CH-COOH
icina (GLY) NH,
. HO-CH,-CH-COOH
Serina (SER) !
Con grupo R WL
Aminoacid polares sin _ i
Treonina (THR) CH,-CH~-CH-COOH
o carga |
NH,
TII’OSIna (TYR) OH = o—CH,-CH-COOM
NH,
NH,
Glutamina (GLN) C-CH,~CH,-CH-COOH
. >
Acido aspartico e ho
Con grupo R (ASP) I LHZ
cargados . . ) 0
R Acido glutdmico | . |
negativamente HO N Vom
(GLU) i
(e}
NH. S
Con grupo R Lisina (LYS) %
cargados T —
positivamente i 7 o
Arginina (ARG) W HA
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No obstante; tiene mds interés vy significacién para su analisis
conformacional, el método de clasificacion basado en la polaridad de sus
grupos R, cuando se hallan en disolucién acuosa en un pH proximo a 7.0
(Tabla 1).

Precisamente por sus caracteristicas de polaridad, los aminoacidos o mezclas
de ellos son susceptibles a analisis cromatograficos. Entre los métodos de
cromatografia en un plano estan la cromatografia en capa fina (CCF) y la
cromatografia en papel (CP). En ambos casos se emplea una capa plana y
relativamente delgada de un material que a la vez es la fase de soporte, o
bien, cubre una superficie de vidrio, plastico o metal. La fase mdvil se
desplaza por la fase estacionaria por accidn capilar, a veces ayudada por la
gravedad o por la aplicacidon de un potencial eléctrico.

Por medio de la cromatografia pueden separarse una mezcla de aminoacidos
sobre un medio de sostén, los distintos aminoacidos presentes en la mezcla
son arrastrados a distintas velocidades sobre un soporte que puede ser
papel, silica gel o una columna con resina adsorbente o de intercambio
idnico.

Cuando se utiliza la cromatografia en placa fina, la relacion entre la distancia
qgue recorre la muestra desde el punto de aplicacion sobre la distancia que
recorre el eluyente da un valor denominado Rf (razén de frentes), que es
caracteristico para cada sustancia y en nuestro caso para cada aminoacido
(Figura 2.)

<= Frente

. de disolvente

Figura. 2.
Representacion del
R,| calculo de Rf

D (distancia recorrida por el sustrato)
- 3 T - =
(distancia recorrida por el disolvente)

h2

hi

Placa original crom atograma

R{1)= h1/0

R«2)= h2/D
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Debido a que en general, los aminoacidos son solubles en agua y mucho
menos solubles en disolventes organicos, los valores de Rf (Tabla 2) se
incrementan con el contenido de agua en el eluyente y disminuyen con el
aumento de peso molecular y el punto de ebullicion del eluyente.

Valores Rf de algunos
aminoacidos
Alanina 0.38
Arginina 0.28
Acido aspartico 0.24
Acido glutdamico 0.3
Glicina 0.26
Histidina 0.48
Isoleucina 0.85
Leucina 0.73
Lisina 0.14
Metionina 0.4
Fenilalanina 0.71
Serina 0.27
Treonina 0.35
Tirosina 0.47
Valina 0.6

Tabla 2. Valores de Rf de aminoacidos, usando como eluyente butanol-acido
acético-agua en proporcion 12:3:5.
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Material y Equipo

Placa de vidrio de 20x20 cm
Estufa

Papel filtro de poro abierto
Camara de elucion

Capilares sin heparina
Aspersores

Guantes desechables

Vaso de precipitado de un litro

Agitador de vidrio

Reactivos

- Mezcla eluyente. Butanol: Acido Acético: Agua (4:1:1)

- Soluciones de aminoacidos a una concentracion de 1 mg/10 mL

- Mezcla problema de algunos aminoacidos de las soluciones
anteriores.

- Solucidn de ninhidrina al 0.2% (0.2 g/100 mL) en acetona o butanol)

- Silica gel

- Hidroxido de sédio 10 mM
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Método

1. Previamente preparar la placa cromatografica sobre un vidrio de 20 x 20
cm, colocando una solucidon espesa de silica gel en hidréxido de sodio 10 mM
y dejar secar (Fig. 3).

2. Activar con anticipacion las placas cromatograficas dentro de una estufa a
90°C por 1 hora (Fig.4).

Fig. 3. Placa cromatografica. Fig. 4. Estufa para la activacién de placas.

2. Con un dia de anticipacion llenar la camara de elucidn con
aproximadamente 200 mL de la mezcla eluyente e introducir un cuadro de
papel filtro de 20 x 20 cm, con el objetivo de que al usarla se encuentre
saturada (Figs.5y 6).
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|

Fig. 5. Llenado de camara de elucidn Fig. 6. Saturacion de la camara

3. Colocar la placa activada sobre una hoja cuadriculada de manera que sirva
de referencia para aplicar las muestras 2 cm por encima del borde inferior
de la placa (Fig. 7) con la ayuda de un capilar estirado con calor. Las
muestras deben tener 2 cm de separacién entre si; después de cada
aplicacion se debera esperar a que el estandar o mezcla de aminoacidos
seque perfectamente para volver a aplicar. Con la finalidad de ahorrar
tiempo para permitir la elusién al menos 4 horas, la aplicacion de
aminoacidos también puede hacerse con anticipacion.

Fig. 7. Aplicacién de estandares y mezclas de aminodacidos.
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5. Una vez aplicados los estandares y la mezcla de aminoacidos, colocar la
placa dentro de la camara cromatografica que a partir de este
momento se encontrara fija y nivelada (Fig. 8).

Fig. 8. Introduccién de la placa dentro de la
camara de elucién

5. Dejar correr la elucion y sacar las placas de la cdmara cuando el eluyente
esté aproximadamente 2 cm antes del borde (Fig. 9). Inmediatamente

después de sacar las placas, marcar con un lapiz el frente del eluyente (Fig.
10).

Fig. 9. Elucion. Fig. 10. Frente del eluyente.
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6. Dejar secar las placas en la campana de
extraccion y después con ayuda de un aspersor

)
aplicar la solucién de ninhidrina. Colocar en k\
estufa a 110°C por 10 minutos para revelar la e

presencia de aminoacidos (Fig. 11).

Precaucion: La ninhidrina debe manipularse 3
con guantes debido a su toxicidad. , .

Fig.11. Manejo de Ninhidrina.

Resultados

- Tomar una fotografia de la placa revelada.

- Calcular los Rf de cada uno de los estandares de aminoacidos y
determinar qué aminoacidos contenia la mezcla problema.

Cuestionario

1. ¢Cudles son las aplicaciones de la cromatografia?
2. Indique coOmo realizaria una cromatografia bidimensional.
3.  ¢Cual es la reaccion de los aminoacidos con la ninhidrina?
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4. ¢Qué otros reactivos pueden utilizarse para desarrollar color en una
cromatografia de aminoacidos?

5.  ¢Qué ventajas presenta la ninhidrina en comparacion de los otros
reactivos que desarrollan el color?

Referencias

Aguilar-Santelises L, Garcia-del Valle A, Corona-Ortega MT, Rangel-Corona R,
Cruz-Millan M. Antologia del laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos
| (complemento). México: FES Zaragoza, UNAM; 2008.

Blanco D, Garrido A, Teijon J, et al. Fundamentos de bioquimica estructural.
México: Alfaomega; 2005.

Crouch D, Holler F, Skoog D. Principios de analisis instrumental. México:
Cengage Learning. 6° ed.; 2008.

Aguilar L., Escalante R. Manual de practicas de Bioquimica Celular y de los
Tejidos México: Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; 2008.

Murray RK, Granner DK, Mayes PA, Rodwell VW. Harper: Bioquimica ilustrada.
28a ed. México DF: McGraw-Hill Interamericana; 2010.
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SEPARACION Y CUANTIFICACION DE
PROTEINAS PLASMATICAS

Objetivos

v Separar albiumina y globulina a partir de una muestra de sangre.

v Determinar cuantitativamente por medio de una curva estandar la
concentracion de proteinas totales, albumina y globulinas presentes en el
plasma por el método de Biuret.

Antecedentes académicos

Método de obtencion de muestra sanguinea.

Diferencias entre suero y plasma sanguineo.

Caracteristicas generales de anticoagulantes.

Clasificacion de las proteinas plasmaticas

Funciones de las proteinas plasmaticas

Concentracidn plasmatica de las principales proteinas
Principales técnicas de separacion y cuantificacion de proteinas.

' SENE SRR NS
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[ I 4
Introduccion

La sangre es el fluido corporal mas utilizado con fines analiticos. Los tres
procedimientos habituales para obtener sangre son: puncidn cutanea,
puncion venosa y puncion arterial.

La composicion de la sangre venosa varia segun la actividad metabdlica del
organismo o tejido perfundido por lo que el punto en el que se extrae la
muestra puede influir en la composicién de la sangre venosa. La sangre
venosa tiene menos oxigeno que la arterial, pero también se diferencia de
ésta por el pH, su concentracion de didxido de carbono y su hematocrito. A
veces también varian las concentraciones de glucosa, acido lactico, cloro y
amonio.

Las proteinas plasmaticas constituyen un grupo de aproximadamente
cincuenta proteinas contenidas en el fluido sanguineo, para diferenciarlas de
las que pueden aparecer de forma transitoria deben cumplir los siguientes
requisitos:

a) Ser secretadas activamente a la sangre

b) No derivar de lesiones ni alteraciones de tejidos o células

c) Ejercer su funcion fundamental en el sistema vascular

d) Presentar mayor concentracion en el plasma que en cualquier otro
tejido.

La concentracidn presente de cada una de las proteinas plasmaticas es muy
variable oscilando desde los 0.01 g/100 mL hasta los 5 g/100 mL, siendo el
contenido total de proteinas en el plasma de 6—8 g/100 mL. Las proteinas
plasmaticas por su importancia se clasifican en tres grupos principales:
albdmina, globulinas y fibrindgeno.

Para la obtencion y separacion de las proteinas plasmaticas se hace uso de
varias técnicas basadas en sus propiedades caracteristicas, como son:
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tamano, solubilidad, forma molecular, especificidad inmunoldgica y carga
eléctrica, entre otras.

De acuerdo a su patrén de agrupamiento en la migracién electroforética, las
proteinas plasmaticas pueden agruparse en:

a) albumina (constituye el 55% del total de las proteinas plasmaticas con
una cantidad aproximada de 4 g/100 mL).

b) ai-globulinas: ai-glicoproteina acida, ai-antitripsina, ai-fetoglobulina,
az-antiquimiotripsina, transcortina, inhibidor inter-as- de la tripsina,
proteina transportadora de retinol, ai-lipoproteinas, ai-B y ai-T
glicoproteinas (5% del total, de 0.3-0.6 g/100 mL).

c) ax-globulinas: haptoglobina, a>-macroglobulina, ceruloplasmina,
hemopexina y transferrina (9% del total, de 0.4-0.9 g/100 mL).

d) B-globulinas: B-globulina ligadora de esteroides, PB2-microglobulina,
fibrindgeno, Bi-glicoproteina especifica del embarazo, B-lipoproteinas
y proteina C reactiva (13% del total, de 0.6-1.1 g/100 mL).

e) y-globulinas: 1gG, IgM, IgA, gD, IgE (11% del total, de 0.7-1.5 g/100
mL).

La albumina se sintetiza en forma de proalbumina en el reticulo
endoplasmatico del higado. Transporta tanto sustancias anidénicas como
cationicas, entre las que cabe destacar la bilirrubina, farmacos como el acido
acetilsalicilico, aminoacidos como el triptéofano y algunas hormonas
esteroides y tiroideas. Su otra gran funcidon es la del mantenimiento del
volumen vascular, a ella se debe el 80% de la presiéon osmoética del plasma al
existir unas 17 cargas negativas en su estructura a pH fisioldgico®. Las
globulinas en conjunto representan aproximadamente el 38% del total de las
proteinas plasmaticas y entre sus funciones destacan el transporte de lipidos
y la secrecion de anticuerpos.
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En la presente practica obtendremos de forma directa la concentracion de
proteinas totales y albumina mediante el método de Biuret, el cual se basa
en la formacion de un compuesto de color violeta provocado por la
formacion de un complejo de coordinacion entre los iones Cu?* y los pares de
electrones no compartidos del nitrogeno que forma parte de los enlaces
peptidicos en medio alcalino presentando un maximo de absorcién a 540
nm.Para obtener la albimina eliminaremos las globulinas con la técnica de
precipitacion por salado (salting out), la diferencia del contenido de proteinas
totales y albumina sera la cantidad aproximada de globulinas que fueron

eliminadas.
Material y Equipo
® Probeta graduada de 10 mL.
® Vasos de precipitados de 100 mL.
e Gradilla.
® Termdmetro.
e Tubo Vacutainer® con anticoagulante (EDTA).
® Aguja para Vacutainer®.
e Papel parafilm.
e Tubos de ensayo de 13 X 100.
e Marcador indeleble de punta extrafina.
® Micropipetas p20. p200, p1000y p5000, microlitros.
® Pipetasde0.2,1y5mL
® Puntas nuevas para las micropipetas.
® Pipetas Pasteur.
e Centrifuga.
e Balanza analitica.
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e Espectrofotémetro.
e Parrilla de calentamiento o estufa.
e Bano Maria a 35°C.

Reactivos

- Solucidn de sulfato de sodio al 23% P/V en agua.

- Eter etilico.

- NaOH0.1N

- Solucion estandar de albimina 350 mg/100 mL de NaOH 0.1N.
- NaOH 1 N.

- Reactivo de Biuret.

o Pesar 4.5 g de tartrato doble de sodio y potasio, 2.5 g de yoduro
de potasio y 1.5 g de sulfato de cobre pentahidratado. Disolver
por separado en vasos con aproximadamente 50 mL de agua
destilada. De ser necesario calentar para disolver. Una vez
disueltos los tres reactivos dejar enfriar. Colocar en un matraz
aforado de 500 mL, 100 mL de NaOH 1N, después agregar en
orden cada una de las soluciones (el cobre al final) mezclar
cuidadosamente después de cada adiciéon y aforar con agua
destilada. Se conserva en un frasco ambar.

Método

1. Obtener una muestra sanguinea (3-5 mL) por venopuncién con un
sistema Vacutainer® usando como anticoagulante (EDTA).
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a. Preparar el material: tubos, ligadura, torundas, jeringas (cuando
sea necesario) aguja estéril y dispositivo Vacutainer® para fijarla
b. Identificar el tubo
c. Colocar adecuadamente al donador
d. Solicitar al paciente que cierre al pufio para que las venas
resulten mas palpables
e. Seleccionar la vena adecuada para la puncion
f. Limpiar la zona de la puncidn con una torunda humedecida con
alcohol isopropilico al 70%, o yodopovidona al 1%. Se comienza
en el punto de la puncidn y se prosigue la limpieza hacia fuera
siguiendo un movimiento en espiral
g. Aplicar si es necesario un torniquete varios centimetros por
encima de la zona de puncién. No dejarlo mas de un minuto.
h. Fijar la vena tanto por encima como por debajo del lugar de

puncion, con ayuda de los dedos pulgar y medio o indice y
pulgar.

Realizar la venopuncion penetrando la piel con la aguja
formando un angulo de 15° con el brazo y con el bisel hacia
arriba se sigue la direccion de la vena; introducir la aguja con
suavidad pero con rapidez para reducir las molestias. No hay que
“enterrar” la aguja. Si se utiliza una jeringa, se tira hacia atras del
émbolo, con tension lenta y uniforme a medida que la sangre va
fluyendo en su interior. Si se utiliza un tubo al vacio, en cuanto la
aguja haya penetrado en la vena se dirigira el tubo todo lo
posible hacia delante apoyandose en el dispositivo de sujecion
(de la misma forma en que se introduce el émbolo de una
jeringa). Al mismo tiempo mantenga firmemente la aguja en su
lugar. Una vez que se haya llenado el tubo, se retira tomandolo
por su extremo y tirando suavemente de él. Se mezcla la sangre
con el anticoagulante por inversion suave del tubo de 8 a 10
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veces. Si la muestra ha sido extraida con jeringa se transferird a
los tubos correspondientes después de retirar la aguja.

j- Cuando la sangre comience a fluir se libera el torniquete. Una
vez obtenida la muestra, hay que indicar al paciente que relaje el
pufio y que no “bombee” con la mano.

k. Cologue suavemente una torunda de algodon sobre el punto de
puncidn. Se extrae la aguja (con un movimiento rapido) y a
continuacidon se ejerce presidon sobre la zona. NO aplique
masaje.?

2. Centrifugar el tubo a 3000 rpm durante 5 minutos y separar con
cuidado el plasma.

3. Colocar 0.25 mL de plasma en un vaso, adicionar 4.75 mL de sulfato de
sodio al 23% P/V. Tapar y mezclar por inversién tres veces. Tomar 1 mL
de la suspension y colocarlo en un tubo, etiquetar como proteinas
totales. Agregar 1.5 mL de éter etilico al resto de la suspension, tapary
mezclar por inversion (sin agitar), centrifugar a 2000 rpm durante 10
minutos.

4. Después de centrifugar, tomar 1 mL de la capa inferior y colocarlo en
un tubo, etiquetar como albuminas.

5. Preparar 7 tubos y numerarlos del 1 al 6 y a otro nombrarlo blanco.
Agregar a cada uno lo indicado en el cuadro 1.

6. Leer en el espectrofotdmetro a 540 nm y registrar los valores.
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Cuadro 1. SEPARACION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS
PLASMATICAS

Tubo con mL | Blanc 1 2 3 4 5 6 7
de: 0

Solucién

patron de 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
proteinas

Agua 1 0.8 0.6 0.4 0.2
destilada

Solucion de

proteinas 1
totales

(problema)

Solucion de
albaminas 1
(problema)

Reactivo de 2 2 2 2 2 2 2 2
Biuret

Coloque los tubos en bafio maria a 30-35° C, durante 10 minutos

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Determine la absorbancia de cada uno de los tubos contra el blanco a 540 nm

Resultados
de
absorbancia
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Resultados

- Grafique la curva estandar con los resultados de absorbancia de los tubos 3
al 7, contra la concentraciéon de albumina en masa contenida en los mismos.

- Interpole las absorbancias de los tubos de proteinas totales y albumina para
obtener su concentracidon en masa dentro de cada tubo.

- Determine la concentracidon de proteinas totales y albumina contenida en
100 mL de plasma tomando en cuenta las diluciones de la muestra.

- Calcule la concentracion de globulinas que fueron eliminadas de las
proteinas totales.

Cuestionario

1. Mencione las funciones de las principales proteinas plasmaticas.

2. Si utilizara el método de Lowry para detectar las proteinas plasmaticas
édiluiria mas la muestra? Si o no y por qué.

3. Escriba la reaccion del cobre contenido en el reactivo de Biuret con el
nitréogeno de los enlaces peptidicos en un medio alcalino.

4. iQué propiedades de las globulinas se utilizan para separarlas de las
proteinas totales?

5. Mencione dos técnicas diferentes a las usadas para determinar
proteinas y explique sus fundamentos.
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ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

11
Objetivos

Vv Separar las proteinas del plasma o suero sanguineo, mediante la técnica
de electroforesis vertical en poliacrilamida (PAGE-SDS).

v/ Manejar adecuadamente los reactivos y equipos para realizar la
electroforesis.

v Analizar las bandas obtenidas en el gel de poliacrilamida, identificando a
qué tipo de proteina corresponde.

v Considerar la importancia que tiene la electroforesis de proteinas y sus
aplicaciones clinicas y de investigacion.

Antecedentes académicos

Estructura de las Proteinas
Métodos de purificacidn de proteinas
Carga eléctrica de las proteinas

Fundamento de la técnica de electroforesis

NN A&

Componentes proteicos del plasma y suero de la sangre
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[ Y 4
Introduccion

Las proteinas son compuestos nitrogenados que por hidrdlisis dan lugar a los
aminoacidos. Las proteinas son componentes fundamentales de todas las
células (funcidn estructural), controlan el desdoblamiento de los alimentos
para dar energia y la sintesis de nuevos compuestos para la conservacion y
reparacion de los tejidos (funcién enzimdtica y hormonal), representan
practicamente la Unica forma en que el individuo restituye el nitrégeno que
pierde. Por ello, no sdlo el hombre, sino todos los animales deben tener una
fuente adecuada de proteinas en su dieta, para crecer y conservarse de
manera auténoma.

En otro orden de ideas, la electroforesis es una técnica de separacién de
moléculas en una mezcla por aplicacién de un campo eléctrico. Las moléculas
disueltas se desplazan o migran en un campo eléctrico a una velocidad
determinada por su relacién carga-energia. Es un método que permite
separar las proteinas en funcién de su carga neta al someterla a un campo
eléctrico. En la electroforesis, la fuerza que mueve la macromolécula es el
potencial eléctrico (E). La movilidad electroforética de la molécula (u) viene
dada por la razén de la velocidad de la particula (V) al potencial eléctrico; y
también es igual a la carga neta de la molécula (Ze), dividida por el
coeficiente de friccion (f):

El coeficiente de friccion (f) depende del tamafio y la forma de la molécula,
por lo tanto, la ecuacidn anterior nos indica que la movilidad de una molécula
depende de su carga y de las dimensiones moleculares. La electroforesis no
suele utilizarse para purificar proteinas, ya que hay que tefirlas para
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visualizarlas y en este proceso generalmente se inactivan. Sin embargo, es
muy util como método analitico, ya que al poder visualizarse por tincién
puede hacerse una primera estimacién del contenido de proteinas de una
mezcla, o de la pureza de una preparacion. Ademas, mediante esta técnica
puede determinarse tanto el punto isoeléctrico de una proteina como su
masa molecular aproximada.

La electroforesis de proteinas, o macromoléculas en general, se lleva a cabo
utilizando algun medio de soporte, siendo los mas habituales el acetato de
celulosa o geles de poliacrilamida entrecruzados, todos estos soportes estan
humedecidos o contienen la solucién tampdn que controla el pH del medio, y
estan dispuestos en una cubeta que tiene dos electrodos. Sobre el soporte se
colocan las muestras de proteinas que se desea separar, y se aplica la
corriente eléctrica.

Posteriormente las proteinas se visualizan mediante tincién con un colorante.
Las bandas se identifican comparandolas con una serie de patrones que han
corrido al mismo tiempo en el mismo soporte. La concentracion de proteina
de cada banda puede determinarse mediante la lectura del soporte en un
densitdmetro.

Para lograr lo anterior, la mezcla de proteinas se disuelve primero en un
medio con dodecilsulfato de sodio (SDS), un detergente anidnico capaz de
romper todas las interacciones no covalentes dentro de la proteinas, se
afade mercaptoetanol o ditiotreitol para producir los puentes disulfuro y un
buffer de carga o Laemli que es una mezcla de colorante azul de bromofenol
(el cual permitira saber donde se encuentra la muestra) glicerol (que es mas
denso que el agua y harda que la muestra no difunda en el buffer de
electroforesis) y TRIS (como regulador de pH). Una vez que la mezcla de
proteinas ha sido adicionada con todos estos compuestos, se hierve por 5
minutos, con la finalidad de desnaturalizar y romper enlaces disulfuro en las
proteinas.
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Los aniones de SDS se unen a la cadena principal a razén de un SDS por cada
dos aminoacidos, lo que da el complejo SDS-proteina desnaturalizada una
carga negativa aproximadamente proporcional a la masa de la proteina. Al
ser la carga negativa, adquirida por fijaciéon de SDS, muy superior a la carga
propia de la proteina, esta carga se considera despreciable. Los complejos
SDS-proteina se someten entonces a electroforesis sobre gel de
poliacrilamida, que normalmente se utiliza como un bloque delgado
dispuesto verticalmente. La direccion de la electroforesis es vertical
descendente. Por ultimo, al finalizar la separacién de las proteinas, éstas
pueden visualizarse sobre el gel tinéndolas con plata o azul de Comassie, que
revela una serie de bandas. Si hubiera marcaje radiactivo podria detectarse
colocando una placa de rayos X sobre el gel y revelandola, procedimiento que
se conoce como autorradiografia.

Como ejercicio en esta practica separaremos proteinas plasmaticas totales
y/o suero; ademas para comparar las fracciones de globulinas y albumina
separadas en la sesidn de separacion de proteinas plasmaticas.

Mediante una separacion electroforética de las proteinas del plasma se
obtienen varias fracciones: albumina (60%), a-globulina 1 (4%),a-globulina 2
(8%), B-globulinas (12%), fibrindgeno (4%) y Y-globulinas (16%). Esta
clasificacion se refiere principalmente al comportamiento electroforético.

Material y Equipo

Micropipetas p20 p200 y p1000 uL
Puntas nuevas para micropipetas
Guantes

Cubre bocas
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Tubos eppendorf

Balanza analitica

Camara de electroforesis vertical

Fuente de poder

Parrilla de calentamiento

Regla, plumdn negro

Papel filtro

Vaso de precipitado

Recipiente rectangular de plastico con tapa

Agitador orbital

Reactivos

- Suero o plasma sanguineo diluido 1:1000. Tomar 1 pL de la muestra y
colocarlo en 1 mL de NaOH 0.1N.

- Dilucién de albumina 1:40 (obtenida en la préctica de separacién de
proteinas plasmaticas). Tomar 5 plL de la muestra y colocarlos en 200 uL de
NaOH 0.1N.

- Dilucién de globulinas precipitadas 1:20 (obtenidas en la practica de
separacion de proteinas plasmaticas). Tomar 10 pyL de la muestra y
colocarlos en 200 pL de NaOH 0.1N.

- Agarosa al 2%. Pesar 0.2 g de agarosa y adicionar 10 mL de agua destilada.

- TRIS 1.5 M (pH 8.8). Amortiguador del gel separador (inferior): Pesar 18.2
g de TRIS; disolver en ~75 mL de agua, ajustar a pH 8.8 con HCI, aforar a
100 mL . Guardar en refrigeracion.

- TRIS 1 M (pH 6.8). Amortiguador del gel compactador (superior): Pesar
12.1 g TRIS; disolver en ~75 mL de agua, ajustar a pH 6.8 con HCI, aforar a
100 mL. Guardar en refrigeracion.
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- SDS al 10%. Pesar 1 gramo de SDS y adicionar 10 mL de agua destilada,
disolver lentamente, mantener en refrigeracion.

- Amortiguador del gel compactador (superior): Pesar 12.1 g TRIS; disolver
en ~75 mL de agua, ajustar a pH 6.8 con HCI, aforar a 100 mL. Guardar en
refrigeracion.

- Persulfato de amonio 10%. Pesar 1g de persulfato de amonio y adicionar
10 mL de agua destilada, hacer alicuotas de 1 mL y guardar en el
congelador.

- Tetrametiletileno-diamina (TEMED)

- Mercaptoetanol

- Meazcla acrilamida-bis acrilamida (30%). Mezcla acrilamida-bis acrilamida
(30%): Pesar 0.8 g de bis-acrilamida y 30 g de acrilamida. Disolver la bis-
acrilamida en 100 mL de agua destilada, una vez disuelta, se adicionan los
30 g de acrilamida y se calienta el matraz hasta que se haya disuelto la
acrilamida. Nota: Ambas sustancias son altamente tdxicas, usar guantes y
cubrebocas para su manipulacion.

- Buffer de electroforesis (5X) para preparar 500 mL buffer 1X. Pesar 2.5 g
de SDS, 72 g de glicina y 15.15 g de TRIS. Disolver primero SDS en 800 mL
de agua, a continuacioén, adicionar la glicina y el Tris. Ajustar el pH a 8.3
con HCl y aforar a 1000 mL.

- Solucién azul de Comassie. Pesar 0.05 g de azul de comassie y disolverlo
en una soluciéon de metanol-acido acético-agua 50:7:43.

- Buffer de Laemli (2X). Usar 3.125 mL de TRIS 1M pH 6.8, 1 g de SDS, 0.005
g de azul de bromofenol y 5 mL de glicerol y 0.2 mL de mercaptoetanol.
Completar a 10 mL con agua destilada. Nota: Contiene mercaptoetanol, se
prepara en la campana de extraccion.

- Solucién destenidora. Mezclar 200 mL de metanol, 70 mL de acido acético
y 730 mL de agua.

- Hidréxido de sodio 0.1N

- Marcador de peso molecular de proteinas
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V 4
Método

1. Armado de la cdmara de electroforesis para formar el gel.

d.

b.

Localizar las partes que contiene la cdmara como se muestra en la Fig. 1).

Utilizando guantes, limpiar los dos vidrios (vidrio de desplazamiento y
vidrio con muescas) con un poco de agua destilada.

Ajustar los separadores del gel en cada una de las orillas de los vidrios
(Fig. 2) colocando el vidrio con muescas detrds del vidrio de
desplazamiento (Fig. 3).

Colocarlos en la “cdmara de amortiguador superior” para la preparacion
del gel de poliacrilamida (Fig. 4) y ajustarlos al tope de la camara (Fig. 5).

Girar despacio el botén de ajuste para que queden fijos los vidrios y la
mezcla del gel no se salga. (Fig. 6). Nota: Vigilar que queden bien juntos
y evitar ejercer demasiada fuerza para no romper los vidrios.

Sellar la parte inferior de la camara con 10 mL de agarosa al 2% vy esperar
a que la agarosa solidifique (Fig. 7). Nota: Este sello impide que la mezcla
del gel de poliacrilamida se derrame.
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Fig. 3. Vidrios con los separadores
colocados (se observa el vidrio con
muescas en la parte posterior)

Fig. 4. Montado de los vidrios en la Fig. 5. Ajuste de los vidrios
“camara de amortiguador superior” en la cdmara
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Fig. 7. Colocacion del sello de
agarosa en la base del soporte
de la camara

Fig. 6. Ajuste de los vidrios

2. Preparacion del gel.

a. Para seifalar la linea de llenado
del gel separador, colocar el peine
separador de pozos adecuado vy
marcar una linea 1cm hacia abajo a
partir del peine (Fig. 8). Retirar el
peine.

b. Preparar el gel separador al 10%
en un tubo plastico de 50 mL con las
cantidades y en el orden en que se
muestran en la siguiente tabla:

Fig. 8. Marcando linea de llenado.
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Gel separador (5 mL)

Reactivo Cantidad (mL)
Agua destilada 1.9
Acrilamida- bisacrilamida 30% 1.7
TRIS 1.5M pH 8.8 1.3

SDS 10% 0.05
Persulfato de amonio 10% 0.05
TEMED 0.002

c. (Fig. 9), inmediatamente colocar sobre el gel una capa de agua, evitando
mezclar las dos fases (H.0/poliacrilamida) para que no entre aire durante la
polimerizacion del gel (Fig. 10).

Nota: Es importante la rapidez del llenado, de lo contrario el gel
polimerizara en el tubo.

Fig. 9. Llenado con el gel Fig. 10. Gel separador con capa de
separador agua

d. Cuando el gel haya polimerizado (Fig. 11), secar el exceso de agua
inclinando un poco la cdmara e introduciendo entre los vidrios un papel filtro
para absorberla (Fig. 12). Nota: Se puede observar la polimerizacion con el
sobrante en el tubo donde se preparo el gel.
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Fig. 11. Polimerizacion del gel

Fig. 12. Absorcion del agua

e. Preparar el gel concentrador con las cantidades de la siguiente tabla.

Gel concentrador (3 mL)

Reactivo

Cantidad (mL)

Agua destilada 2.1
Acrilamida- bisacrilamida 30% 0.5
TRIS 1.5M pH 6.8 0.38
SDS 10% 0.03
Persulfato de amonio 10% 0.03
TEMED 0.003

f. Mezclar rapidamente vy adicionar sobre el gel
separador. Inmediatamente colocar el peine para formar
los carriles donde se pondran las muestras (Fig. 13).

Fig. 13. Colocacién del Peine

Nota: Es importante la rapidez de llenado, de lo contrario el gel

polimerizara en el vaso.

Fig. 13. Colocacién del Peine
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g. Una vez polimerizado el gel, colocar la “camara del amortiguador superior”
con el gel preparado dentro de la “cdmara de amortiguador inferior”
asegurandola en las ranuras de alineamiento de la “camara inferior”. Retirar
el peine (Fig. 14).

h. Llenar con buffer de electroforesis 1X, la “cdmara superior” hasta donde se
marca el final del vidrio de las muescas (Fig. 15).

I

Fig. 14. Alineamientodela °© _ ,
, . . , Fig. 15. Llenado de la camara 1
camaray retirado del peine -

3. Preparacion de las muestras

a. Diluir las muestras de proteinas que se van a utilizar en la
electroforesis de proteinas con hidréxido de sodio 0.1 N.

b. A 20 pL de cada muestra diluida (plasma y/o suero, albumina y
globulinas) adicionarles 12.5 uL de buffer de Laemli y mezclar. Hervir
por 5 minutos y cubrir de la luz cuando se saquen del bafio.
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c. Colocar en el primer pozo 5 uL del
marcador de peso molecular y en los pozos
siguientes 25 pupL de muestra con
micropipeta con punta especial (Fig. 16), si
algln pozo no tiene muestra colocar 25 plL
del buffer de Laemli.

Fig. 16 Carga de muestras en el gel

d. Al terminar de colocar todas las muestras (Fig. 17), llenar la “cdmara
superior” con buffer de electroforesis 1X hasta el tope, asimismo
colocar buffer en la “camara inferior” hasta la marca, cuidando cubrir
los dos electrodos (Fig. 18).

Fig. 17. Camara con las Fig. 18. Camara inferior con
muestras cargadas buffer
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e. Cerrar la camara y conectarla a la fuente de poder en los electrodos
correspondientes al color (Fig. 19). Permitir el corrimiento de electroforesis a
85V por aproximadamente 30 minutos esperando que las muestras se
compacten y entren al gel y después aumentar el voltaje a 100V cuando las
muestras lleguen a la marca del gel de separacion y correr durante
aproximadamente 3 horas.

Fig. 19. Camara de electroforesis conectada a la fuente de poder.
4. Tincion del gel.

a. Una vez transcurrido el tiempo, apagar la fuente de poder, desconectar la
camara de la fuente de poder, quitar la tapa de seguridad y sacar la “camara
de buffer superior” para quitar el buffer (Fig. 20).

b. Retirar los vidrios de la camara y quitar cuidadosamente los separadores
(Fig. 21) de las orillas para separar el vidrio de deslizamiento del vidrio con
muescas (Fig. 22) y eliminar con una espatula de plastico el gel concentrador
(Fig. 23).

Nota: Cuidado de no rayar el vidrio (utilizar un recipiente de plastico para
contener el gel).
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Fig. 20. Retirar el buffer Fig. 21. Retirado de los separadores

Fig. 2. Colocacion del gel en

Fig. 22. Colocacion del gel en
una caja.

res

etiro del gel

Fig. 23. Retiro del gel
concentrador

c. Enjuagar el gel con un poco de buffer de electroforesis, posteriormente
retirar todo el buffer y cubrir el gel separador con una solucién de Azul de
Comassie, mantener durante 1 hora en movimiento para tefiir las bandas de

proteinas (Figs. 24 y 25).
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Fig. 24. Cubrir el gel Fig. 25. Equipo de movimiento
separador con solucién Azul con recipiente donde se
de Comassie encuentra el gel

d. Retirar la solucién de tincidén con una pipeta y desteiiir el gel con
solucion destefiidora para limpiar las zonas que no presentan bandas
de proteinas (Figs. 26 y 27).

Fig. 26. Retirado de la solucién de Fig. 27. Gel con la solucion para
tefido desteiiir
Fig. 26. Retirado de la solucién de Fig. 27. Gel con la solucion para

tenido destefiir
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e. Quitar el exceso de solucién destenidora y observar las bandas de
cada muestra (Ver ejemplo en Fig. 28.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 No.Depozo  Muestra

Marcador de peso molecular
Globulinas

Globulinas

NADA

Albamina

Albamina

NADA

NADA

Suero diluido

Suero diluido

250 kD

150 kD

75kD

SNV AEWN =

Fig. 28. Ejemplo de separacién de proteinas obtenido.
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Resultados

- Comparar en el gel las bandas obtenidas en los carriles de sus tres
muestras contra la escalera de peso molecular conocido.

- Investigar el peso molecular esperado para la albumina y los cuatro
grupos de globulinas y analizar si coinciden con los pesos moleculares
determinados por comparacién con la escalera de peso molecular
conocido.

Cuestionario

1. éCuadl es el gel mas utilizado para realizar electroforesis de proteinas
plasmaticas?

2. ¢Qué otros métodos de separacion de proteinas existen ademas de la
electroforesis de proteinas?

3. éComo modificaria la concentracion del gel para separar los distintos
grupos de globulinas?

4. ¢Es posible cortar las bandas obtenidas y extraer las proteinas
contenidas? ¢CoOmo?, iPara qué?
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EXTRACCION Y
PURIFICACION DE ADN DE

- GERMEN DE TRIGO

Objetivos

v Analizar el fundamento de la obtencién y purificacién del acido
desoxirribonucleico (ADN).

v Obtener y Purificar ADN de germen de trigo

v Evaluar el grado de pureza del ADN obtenido.

Antecedentes académicos

v/ Estructura del ADN.
v/ Propiedades fisicoquimicas del ADN.

v/ Técnicas de extraccion y purificacion del ADN.
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[ Y 4
Introduccion

El ADN esta formado por dos cadenas de polinucleétidos enrolladas una
alrededor de la otra para formar una doble hélice. Cada nucledtido
mondmero del ADN estd formado por una base nitrogenada (purica o
pirimidinica), un azucar desoxirribosa y fosfato. Los mononucledtidos estan
unidos mediante enlaces 3,5-fosfodiéster. Estos enlaces unen el grupo 5-
hidroxilo de la desoxirribosa de un nucleétido con el grupo 3-hidroxilo del
azucar de otro nucleétido mediante un grupo fosfato. La orientacion
antiparalela de las dos cadenas de polinucléotidos permite que se formen
enlaces de hidrégeno entre las bases nitrogenadas que estan orientadas
hacia el interior de la hélice.

Existen dos clases de apareamiento de bases en el ADN: la adenina se aparea
con la timina a través de dos enlaces de hidrogeno y la guanina con la
citosina con tres enlaces. Debido a que cada par de bases esta orientado en
angulo con el eje largo de la hélice, la estructura global del ADN se parece a
una escalera de caracol.

e Técnicas de extraccion y purificacion de ADN

Las técnicas que se utilizan para el aislamiento, purificacion y caracterizacién
de las biomoléculas aprovechan sus propiedades fisicas y quimicas. La
mayoria de las técnicas que se emplean en la investigacion sobre los acidos
nucleicos se fundamentan en las diferencias de peso molecular, secuencias
de bases o apareamiento complementario de bases. Las técnicas como la
cromatografia, la electroforesis y la ultracentrifugacién, que se han utilizado
con éxito en la investigacion proteica, se han adaptado también para su uso
con los acidos nucleicos.
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Los acidos nucleicos en las células se encuentran invariablemente asociados
con proteinas. Una vez que las células han sido lisadas, los acidos nucleicos
requieren ser disociados de las proteinas. Esto puede lograrse por medio de
la agitacion de la mezcla proteina-acidos nucleicos con una solucién de fenol,
de modo que las proteinas se precipiten y puedan eliminarse por
centrifugacion. En forma alternativa, las proteinas pueden disociarse de los
acidos nucleicos por medio de detergentes, cloruro de guanidinio o alta
concentracion de sal, o pueden degradarse enzimaticamente por proteasas.

Podemos encontrar métodos que aprovechan las propiedades
desnaturalizantes que tienen ciertos disolventes organicos como cloroformo,
fenol, etc. y aquellos fundamentados en el cambio de solubilidad que
experimentan las proteinas cuando son sometidas a modificaciones en la
concentracioén salina del medio. Asi, en presencia de bajas concentraciones
de sales, existe un ligero aumento en la solubilidad de las proteinas (salting-
in) por aumento de la fuerza iénica del medio respecto de soluciones
acuosas. Por otro lado, en presencia de altas concentraciones de sales, la
solubilidad de las proteinas disminuye y terminan por precipitar (salting-out).

Para extraer los acidos nucleicos del material biolégico es preciso provocar
una lisis celular, inactivar las nucleasas celulares y separar los acidos
nucleicos del resto de las células. El procedimiento de lisis idoneo suele
consistir en un equilibrio de técnicas y ha de ser suficientemente fuerte para
romper el material inicial complejo (un tejido, por ejemplo), pero
suficientemente suave para preservar el dacido nucleico. Entre los
procedimientos usuales de lisis figuran los siguientes:

— Rotura mecanica (trituracidn, lisis hipotdnica, etc.)

— Tratamiento quimico (detergentes, agentes caotrdpicos, reduccién con
tioles, etc.)

— Digestién enzimatica (Proteinasa K, etc.)
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Es posible romper la membrana celular e inactivar las nucleasas
intracelulares al mismo tiempo. Por ejemplo, una misma solucién puede
contener detergentes que solubilicen las membranas celulares y sales
caotropicas fuertes que inactiven las enzimas intracelulares. Tras la lisis
celular y la inactivacion de las nucleasas, los restos de células se eliminan
facilmente por filtracion o precipitacion.

Para prevenir que el ADN extraido presente coloracién gris o parda, la cual se
debe a la actividad de polifenoloxidasas presentes en algunos tejidos, se
puede incluir en el buffer de extraccidon PVP (polivinil pirrolidona).

El ADN es insoluble en alcohol, por lo que se puede precipitar en etanol frio o
isopropanol y recuperar mediante centrifugacion.

Las fuerzas de unidon que mantienen juntas las cadenas complementarias del
ADN pueden romperse. Este proceso, se denomina desnaturalizacion, se
estimula por el calor, las concentraciones salinas bajas y los valores de pH
extremos.

e Técnicas que explotan las caracteristicas estructurales singulares de
los acidos nucleicos.

Diversas propiedades singulares de los acidos nucleicos (p. ej., absorcién de
la luz UV de longitudes de onda especificas y su tendencia a formar
reversiblemente complejos de doble cadena) se explotan en la investigacién
de los acidos nucleicos. Las bases puricas y pirimidinicas absorben la luz UV
debido a sus estructuras aromaticas. Debido a esta caracteristica es posible
cuantificar el ADN a 260 nm, ya que una unidad de absorbancia equivale a 50
ng/mL de ADN; asimismo para evaluar la pureza del ADN se utilizan las
relaciones de absorbancia a 260/230y 260/280.

e Efecto hipercromico.

La desnaturalizacién del ADN se puede detectar observando el aumento de la
capacidad de una disolucion de ADN de absorber la luz ultravioleta de una
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longitud de onda (A) de 260 nm (A260). Las bases de los acidos nucleicos
absorben fuertemente la luz de 260 nm. La cantidad de luz que absorbe un
numero de bases dado depende de su proximidad. Cuando las bases estan
altamente ordenadas (muy préximas entre si) como en el ADN de doble
hebra, la A260 es menor que en un estado menos ordenado como el ADN de
una sola hebra o las bases nitrogenadas libres en disolucion.

Material y Equipo

Mortero con pistilo.

Vasos de precipitados de 100 mL.

Vasos de precipitados de 50 mL.

Probeta de 100 mL.

Agitador de vidrio.

Embudo de tallo corto

Gasa estéril.

Frasco ambar de tapon esmerilado de 250 mL. Tubos de ensaye de
13 X 100.

Centrifuga.

Micropipetas P200, P1000, P5000 uL

Puntas nuevas y estériles para las micropipetas.
Vidrio de relo;j.

Biofotdmetro.

Celda para biofotdmetro.

Recipientes para bafo de agua y baio de hielo.
Pipetas Pasteur.

Parrilla de agitacidon y calentamiento.
Termdmetro.
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Material Biologico

Germen de Trigo

Reactivos

Etanol absoluto.

Amortiguador TSM: TRIS 0.1 M, Sacarosa 0.3 M, Cloruro de
magnesio 0.005M y Mercaptoetanol 0.005M (PM= 78, densidad
1.114 g/mL).

TRIS base 0.4 M pH 8.5

EDTA salino pH 8: EDTA 0.1 My Cloruro de sodio 0.15M.

SDS o LSS: Lauril sulfato de sodio al 4% en agua (p/v).

Amortiguador CSC: Citrato de Sodio 0.15M y Cloruro de sodio 1.5M.
Amortiguador DSC. Dilucién 1:100 del amortiguador CSC.

Mezcla Sevag: Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).

Difenilamina: Disolver 1.5g de Difenilamina en 100 mL de acido
acético concentrado y agregar 1.5 mL de acido sulfurico
concentrado (guardar en frasco ambar).
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V 4
Método

1. Moler en un mortero 2.5 g de germen de trigo junto con un trozo de hielo
seco hasta homogeneizar (Figs. 1y 2).

Figs. 1y 2. Moler con hielo seco

2. Pasar este homgeneizado a un vaso de precipitados de 100 mL, afiadir 25
mL de amortiguador TSM, homogeneizar con un agitador de vidrio y
colocar un trozo pequeiio de hielo seco (Fig. 3).

Fig.3. Homogenizado en
vaso de precipitados

3. Dejar congelar por 10 minutos y descongelar en un bafio de agua a
temperatura ambiente (fig.4).



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

!
]
-

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE

Wl T AT
o 4’%

S 5

LOS TEJIDOS | TARAGOTA
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 199 /284

Fig.4. Congelacidn (izquierda) y descongelacién (derecha) de la muestra

4. Filtrar este homogenizado sobre un trozo de gasa y exprimirla con la ayuda
de un embudo, pasar el liquido filtrado a 3 tubos de ensaye.

5. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos, desechar el sobrenadante y
agregar a cada tubo: 6 mL de amortiguador TRIS, 0.6mL de EDTA salinoy 1.2
mL de CSC, mezclar bien y afiadir 2 mL de LSS.

6. Mezclar y centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos. Verter el sobrenadante
lentamente por las paredes de un vaso que contenga 60 mL de etanol
absoluto frio (Fig.5).

Fig. 5. Sobrenadante trasvasado a un recipiente
con etanol frio
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7. El ADN aparecera como una nata ascendente que puede recuperarse con
una varilla de vidrio o por centrifugacion (fig.6).

Fig.6. Precipitacion de ADN.

8. Una vez obtenido el ADN, proceder a su purificacidn. La nata se coloca en
un vidrio de reloj (fig.7), se deja secar en la campana de extraccion,
posteriormente disolver la nata con la minima cantidad de DSC, pasar a un
frasco de tapdn esmerilado, agregar la cantidad necesaria de cloruro de sodio
para obtener una concentracién de 1 M (no considerar la concentracién de
NaCl que contiene el DSC). Afadir un volumen igual de la mezcla Sevag y
agitar fuertemente contra las paredes de un frasco de tapdon esmerilado

durante 15 minutos (Fig. 8).
L4

W

Fig. 7. Nata de ADN Fig. 8. Agitacion en frasco esmerilado

Nota: Durante la agitacion destapar el frasco para permitir la salida de los gases
generados.
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9. Centrifugar el liquido a 3000 rpm durante 5 minutos, se obtendran tres
fases, en la superior el ADN purificado, en la media las proteinas precipitadas
y en la inferior la mezcla Sevag.

10. Tomar la capa superior de cada tubo con una pipeta Pasteur y verterla en
un vaso que contenga 60 mL de etanol absoluto frio. Nuevamente ascendera
una nata de ADN que se recuperara para evaluar su pureza, y efecto
hipercromico.

11. Recuperar la nata de ADN en un vidrio de reloj y dejar secar en la
campana de extraccion, disolver en la cantidad minima de DSC, si es
necesario calentar un poco sin exceder 50°C.

A partir de este momento se realizaran los siguientes experimentos:

A) Cuantificacion y Pureza.Con la solucién del paso 11 determinar la
concentracion: Tomar 100 plL de la solucion de ADN y adicionar 900 pL
de DSC. Asimismo, evaluar la pureza en el espectrofotdmetro,
obteniendo las relaciones de absorcidon en ultravioleta 260/230 vy
260/280. Utilizar como blanco DSC (Fig. 9).
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Fig. 9. Biofotdmetro.

B) Efecto hipercrémico. Calentar gradualmente la solucién anterior hasta
75-80°C en bafio Maria durante 5 minutos, enfriar rapidamente en un
bafio de hielo y volver a medir la absorcidon a 260 nm para observar el
efecto hipercrémico.

C) Reaccion de la Difenilamina. Utilizar un mililitro de la solucién de ADN,
agregar 1 mL de acido tricloroacético al 10% y 1 mL de la solucion de
Difenilamina; hacer otro tubo como blanco de reactivos, taparlos con
una canica para evitar la evaporaciéon y colocarlos en bafio Maria a
ebullicién durante 15 minutos. Observar un color azul caracteristico
debido a la presencia de desoxirribosa.
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Resultados

Cuantificar el ADN obtenido con el biofotdmetro a 260 nm.

Evaluar la pureza del ADN obtenido de acuerdo a las lecturas hechas a
260/280 nmy 260/230 en el biofotémetro.

Interpretar los resultados del efecto hipercromico.

Interpretar los resultados de la reaccién con la difenilamina.

Cuestionario

1. ¢éCuadl es la importancia de la molécula de ADN?
2. Describa el fundamento para la obtencidon de ADN en germen de trigo.
3. ¢Para qué se utiliza la mezcla Sevag?

4. éiQué importancia tiene la relacién de absorbancias de 260/280 nm vy
260/230 nm?

5. éPorquéyquéseleea230y 280 nm?

6. Escriba la reaccidn de la desoxirribosa con la difenilamina.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS l
LABORATORIOS DE DOCENCIA /

ﬁr,?’

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE J .

LOS TEJIDOS | J shanGars
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 204 /284

Referencias

1. Andrés |, nucledtidos y acidos nucleicos. Universidad de Cantabria.
Disponible en: ocw.unican.es/ciencias-de-la-salud/bioqumica/material-
de-clase-1/Temal0_nucleotidos.pdf.

2. Cariaga E, Zapata D. El laboratorio de Biologia Molecular. Una guia
practica. Coleccidon: cuadernos de Catedra. Ed. Universitaria de
Misiones; 2005.

3. Lozano J, Galindo J, Garcia-Borron J, Martinez-Liarte J, Peiafiel R, Solano
F. Bioquimica para ciencias de la salud. Espafia: McGraw-Hill; 1995.

4. McKee T, McKee J. Bioguimica: las bases moleculares de la vida. 4a ed.
Madrid: Mc Graw Hill-Interamericana; 2009.

5. QIAGEN. Sample & Assay Technologies. Technical hints, applications,
and protocols. Genomic DNA purification. P. 10-11. [on line]. Disponible
enl.qgiagen.com/literature/brochures/Gen_DNA_Pur/1019469 BROS D
N YTi_INT_0502.pdf.

6. Rogers S.0., Bendish A.J., Extraccién of DNA from plant tissues. Plant
Molecular Biology Manual. 1988. 4(6):1-10.

7. Velasco R., Facultad de Ciencias Agropecuarias. Marcadores moleculares
y la extraccion de ADN. 2005. 3(1):14-18. [on line]. Disponible en:
unicauca.edu.co/biotecnologia/ediciones/vol3/Art32.pdf.

8. Voet D, Voet JG, Pratt ChW. Fundamentos de Bioquimica. La vida a nivel
molecular. 22 ed. Buenos Aires, Argentina: Editorial Médica
Panamericana; 2007.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE j(

g 3
v '.
5 W o “‘%
L FES
= LOS TEJIDOS | o TARAGOTA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 205 /284

EXTRACCION Y PURIFICACION DE

ADN HUMANO
g

Objetivos

Vv Analizar el fundamento de la extraccidn de ADN.

v Extraer el ADN de una muestra de sangre humana utilizando el equipo
de reactivos “Wizard® Genomic DNA Purification”.

v/ Revisar las distintas aplicaciones que tiene la obtencion de ADN.

Antecedentes académicos

v/ Funcion del ADN.
v Estructura del ADN.
v Propiedades fisicoquimicas del ADN.

v/ Métodos de extraccion y purificacion del ADN.
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[ Y 4
Introduccion

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es un polimero que contiene varios
millones de pares de nucleétidos organizados siguiendo una secuencia lineal,
en el humano consta de aproximadamente 3000 millones, en los que se
encuentra la informacion genética. La molécula de ADN presenta diferentes
grados de compactacién de la cromatina durante la interface del ciclo celular.
Las secuencias codificantes del ADN se conocen con el nombre de genes que
son transcripcionalmente activas y se encuentran en la cromatina menos
condensada, eucromatina, mientras que la cromatina altamente condensada,
heterocromatina, es en apariencia genéticamente inactiva. El ADN se duplica
de forma semi-conservativa, durante el periodo S del ciclo celular, replicando
la eurocromatina tempranamente y la heterocromatina mds tarde. El
nucléolo es una estructura basoéfila que se encuentra en el nucleo de
eucariontes que corresponde al sitio donde se expresan los genes que
codifican para los ARN ribososomales. La molécula de ADN se forma por
enlace covalente de miles de desoxinucledtidos. El desoxinucledtido, o
unidad estructural del ADN, contienen un acido fosférico, un azucar de cinco
atomos de carbono o pentosa y una base nitrogenada.

El ADN contiene cuatro bases nitrogenadas: adenina (A) y guanina (G), que
derivan de la purina y citosina (C) y timina (T) que derivan de la pirimidina
(Fig.1). El enlace pentosa que es una desoxirribosa y una base nitrogenada
forma una molécula denominada desoxinucledsido. La uniéon de un acido
fosfdrico a esta molécula forma el desoxinucleétido.
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Los desoxinucledtidos se unen para formar el polimero lineal, en el cual el
grupo fosfato en posicidon 5'de la desoxirribosa se une por un enlace éster
con el hidroxilo 3" de la desoxirribosa del desoxinucleétido vecino, y asi

sucesivamente (Fig. 2).

J,\AJ " fj 54

Citosina Guanina

)

v

Bases nitrogenadas

Fig. 1 Estructura quimica de las cuatro bases nitrogenadas que componen el

ADN humanofFig. 2. Colocacion de los separadores del gel

0
I
N
(O | =
nirogenada
H=~J§~ N

| a4y o Desoxirribosa

Desoxinuciedtido
(Basa + Desoxirribosa + Fostato)

Fig. 2 Esquema del enlace quimico que forma
el polimero lineal de un desoxinucleétido
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El polimero forma una hebra donde se alternan una desoxirribosa y un
fosfato, mientras que las bases se unen perpendicularmente a éste (Fig.3). La
proporcion relativa de cada una de las bases del ADN, asi como el orden o
secuencia en que se encuentran, varia de organismo a organismo, ya que la
secuencia de bases es especifica para cada uno, y contiene la informacién
genética que lo define.

Puentes de hidrogeno

.A_ ’ [ e 5
4 \T_//\/ @R\

|

O et  Wal

Pentosa | b ‘
Bases nitrogenadas

Fosfato

Fig. 3 Estructura secundaria del ADN

Extraccion y purificacion

El primer paso en cualquier analisis genético suele ser el aislamiento del
material genético. Los métodos de extraccion del ADN se remontan a 1869
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cuando Miescher consiguié extraer del esperma de salmén y de los leucocitos
humanos lo que entonces denomind nucleina y que hoy es el ADN. Para aislar
el ADN a partir de una muestra de sangre se procede a lisar los eritrocitos
con choque hipotdnico y en presencia de detergentes para eliminar el exceso
de hemoglobina. Después se tratan los nucleos de los leucocitos con
proteinasa K y se procede a la purificacion del ADN a través de la extraccion
clorofédrmica de las proteinas y precipitacién del ADN con etanol.

El ADN extraido de esta forma es apto para la mayoria de los analisis
moleculares. A parte de este método existen numerosas variantes
metodoldgicas para purificar el ADN dependiendo de los distintos materiales
de partida (sangre, tejidos, bacterias, levaduras) basados en solubilidad o
precipitacion diferencial de ADN o basados en su afinidad a distintos tipos de
matrices.

Normalmente el ADN se extrae a partir de muestras que contienen células
nucleadas, ya que en el nucleo es donde esta el ADN gendmico. No obstante
en algunos métodos se analiza el ADN circulante presente en el plasma, que
es un ADN degradado en forma de fragmentos del tamano del
mononucleosoma, y que procede de los fendmenos apoptdticos que ocurren
en distintos tejidos del organismo.

Material y Equipo

Tubos Vacutainer® con EDTA (tapdn lila)
Soporte de aguja

Aguja para toma multiple 21G x 38 mm
Torundas

Ligadura
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Guantes de latex

Microtubos de 1.5mL

Tubos de 15 mL

Equipo de reactivos “ Wizard® Genomic DNA Purification”
Micropipetas p1000 y p5000 plL
Puntas nuevas para las micropipetas
Recipiente para bafno de agua
Termdémetro

Centrifuga

Vortex

Parrilla de calentamiento

Reactivos

Isopropanol
Etanol al 70%

Reactivos del Kit Wizard® Genomic DNA

Solucién de lisis celular (Cell Lysis Solution).

Solucién de lisis de nucleos (Nuclei Lysis Solution).

Solucién de precipitacion de proteinas (Protein Precipitation
Solution).

Solucion RNasa (RNase Solution)

Solucién de rehidratacion de ADN (DNA Rehydration Solution)

Material Biologico

-Sangre humana venosa
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V 4
Método

-Extraccion de ADN gendmico a partir de un volumen de 3 mL de una

muestra de sangre humana.

1.

Realizar la técnica de extraccion sanguinea de un integrante del equipo
para obtener una muestra en un tubo que contenga anticoagulante EDTA
(tapdn color lila).

Utilizar un volumen de 3 mL de la sangre previamente mezclada vy
anadirla a un tubo de 15ml que contiene 9 mL de solucidn de lisis celular.
Mezclar de 5 a 6 veces.

Incubar la mezcla durante 10 minutos a temperatura ambiente (invertir
de 2-3 veces durante la incubacion) para lisar las células rojas de la sangre
y centrifugar a 3500 rpm (2,000 x g) durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Retirar y desechar la mayor cantidad posible de sobrenadante sin
perturbar el sedimento visible blanco. Aproximadamente de 50—100uL de
liguido residual deben permanecer en el tubo. Si la pastilla parece
contener soélo las células rojas de la sangre, afadir una alicuota adicional
(1mL) de solucién de lisis celular después de retirar el sobrenadante por
encima del sedimento de células, y luego repetir los pasos 3 y 4.

Nota: para obtener la lisis celular eficiente, resuspender completamente
las células blancas de la sangre.

Agitar el tubo vigorosamente en el vortex hasta que las células blancas de
la sangre se vuelven a suspender (10-15 segundos).
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7. Agregar 3 mL de solucién de lisis de nucleos al tubo
que contiene las células resuspendidas. Pipetear la
solucion 5-6 veces para lisar las células blancas. La
solucion se observara muy viscosa (Fig. 4).

Nota: Si algunos grumos de células son visibles después
de la mezcla, se debe de incubar la solucién a 37°C
hasta que se rompan los grumos. Si éstos todavia son
visibles después de 1 hora, afiadir 1 mL de solucién de
lisis de nucleos y repetir la incubacion.

Fig. 4 Formacion de
la solucion viscosa

8. OPCIONAL. Agregar 15 pL solucion RNasa, al lisado nuclear, y mezclar
la muestra invirtiendo el tubo 2-5 veces. Incubar la mezcla a 37 ° C
durante 15 minutos, y después enfriar a temperatura ambiente.

9. Afnadir 1mL de la solucién de precipitacion de proteina
al lisado nuclear y agitar vigorosamente durante 10 a
20 segundos. Pequefios grupos de la proteina pueden
ser visibles después de agitacion (Fig. 5).

NOTA: Si se adiciond un exceso de solucion de lisis de
nucleos en el paso 6, debera adicionar 1.3 mL de solucién
de precipitacion de proteinas.

Fig. 5 Precipitacion
de proteinas
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10.Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Debera observarse un color
marrdn oscuro del botén de proteinas (Fig.6).

Fig. 6 Botdn de proteinas

11.Transferir el sobrenadante a un tubo de centrifuga
de 15 mL que contiene 3 mL de Isopropanol
temperatura ambiente. Mezclar suavemente la
solucion por inversion hasta observar las hebras de
color blanco que corresponden al ADN (Fig. 7).

12.Centrifugar a 3500 rpm durante 1 minuto a
temperatura ambiente. El ADN sera visible como
un pequeio precipitado blanco (Fig. 8).

Fig. 8. Botdn de ADN
13.Decantar el sobrenadante, y afadir 3 mL de ecwnui ar su7n a

temperatura ambiente. Invertir suavemente el tubo varias veces para
lavar el sedimento de ADN vy los lados del tubo en donde esta el ADN.
Centrifugar como en el paso 11.
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14.Aspirar cuidadosamente el etanol utilizando una
pipeta Pasteur. NOTA: El sedimento de ADN no es
compacto en este punto por lo que se debe tener
cuidado para evitar la aspiracion del botén con la
pipeta. Invertir el tubo sobre un pedazo de papel
adsorbente y dejar secar al aire durante 10
minutos (Fig.9).

(.
Fig. 9 Secado del ADN

15.Anadir 250 pL de la solucidon de rehidratacion de ADN al tubo vy
rehidratar el ADN mediante incubacion a 65°C durante 1 hora.
Periddicamente mezclar la solucién golpeando suavemente el tubo.
Almacenar el ADN a 2-8 °C hasta su uso. Alternativamente se puede
rehidratar el ADN mediante la incubacidén de la solucidén durante la
noche a temperatura ambiente o a 4°C.
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Resultados

Describir los cambios fisicos que se presentan en cada uno de los pasos
de la extraccién y purificacion de ADN.

Cuestionario

1. ¢Qué funcion tiene la RNasa en la técnica de obtenciéon de ADN?

2. éPara qué sirve cada uno de los reactivos que se ocupan en la
extraccion de ADN?

3. ¢Por qué se recomienda que el material que se ocupa debe de ser
estéril?

4. iDe qué otro tipo de células se podria obtener ADN?
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CUANTIFICACION DE ADN

HUMANO
e

Objetivos

v Cuantificar el ADN de una muestra problema, por el método
espectrofotométrico, utilizando un biofotometro.

v Determinar la pureza del ADN extraido de la practica anterior.

Antecedentes académicos

Vv Caracteristicas fisicoquimicas del ADN.

v Funcionamiento del equipo BioPhotometer®.
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Introduccion

La concentracion del ADN se puede estimar utilizando un espectrofotometro
de luz ultravioleta (UV) a una longitud de onda de 260nm, debido a que las
bases puricas y pirimidicas del ADN tienen propiedad de absorber la luz UV a
esta longitud de onda. Es importante tener en cuenta que, dado el
emparejamiento de sus bases (puentes de hidrégeno), el ADN bicatenario
absorbe menos que el monocatenario. Es asi como una unidad (u) de
densidad dptica (DO) a 260nm equivale a 50ug/mL de ADN de doble cadena,
a 40ug/mL de ARN y ADN de cadena simple.

La concentracion del DNA en una muestra puede ser calculada por la
siguiente ecuacion:

Concentracién de DNA (ug /mL) = absorbancia de la muestra a 260nm x
factor de dilucion x 50pg/mL

El analisis espectrofométrico también permite valorar el grado de pureza de
los acidos nucleicos, mediante el cociente de lecturas de absorcién a 260 nm
(bases nitrogenadas) y las lecturas a 280 nm que corresponden al maximo de
absorbancia de las proteinas y lecturas de 230 nm maximo de absorbancia de
carbohidratos, Debe considerarse que la pureza y concentraciéon de ADN,
puede alterarse por los reactivos utilizados para la extraccion.

La determinacion de la pureza del ADN se establece mediante la relacion de
las lecturas de las absorbancias a 260 y 280nm.

Pureza ADN = absorbancia 260 nm / absorbancia 280 nm

Se consideran cifras dptimas de pureza aquellas que presentan un cociente
de 1.7 a 2, cocientes menores indican la presencia de proteinas en el medio y
cocientes mayores indican la presencia de otras sustancias contaminantes
como etanol.
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Efecto hipercromico

Cuando una solucién de ADN de doble hebra se calienta por encima de una
temperatura determinada, su estructura nativa colapsa y sus dos hebras
complementarias se separan y asumen conformaciones al azar. Este proceso
de desnaturalizacion estd acompafado de un cambio cualitativo de las
propiedades fisicas del ADN, por ejemplo, la alta viscosidad caracteristica del
ADN nativo en solucién, debida a la resistencia a la deformacion de sus
moléculas dobles rigidas y con forma de rodillo, disminuye de manera
drastica cuando el ADN se descompone en las hebras simples de
conformacion flexible. De modo similar, la absorbancia del ADN a la luz
ultravioleta que se debe casi por completo a sus bases aromaticas, aumenta
en un 40% al desnaturalizarse como consecuencia de la desnaturalizacidon de
las interacciones electrdnicas entre las bases vecinas. El aumento de Ia
absorbancia se conoce como efecto

hipercromico.

14F

Al monitoriar los cambios en la absorbancia a
260nm de una muestra de ADN, se observa que
a medida que la temperatura aumenta se revela 13
un incremento en la absorbancia, esto tiene
lugar en un rango estrecho de temperatura, lo
gue indica la desnaturalizacién del ADN como un
fendmeno cooperativo en el que el colapso de
una parte de la estructura desestabiliza al resto. %

|~— Amplitud de transicion —

Absorbancia relativa a 260 nm
-
N
T

En la forma analoga a la fusién de un sdlido,
hace referencia a la curva de fusién (Fig. 1) y la
temperatura de su punto medio se define como
su temperatura de fusion Tm.

50 70 90
Temperatura (“C)
il Fiemnln Ao 11na riirva

Fig.1 Ejemplo de una curva
de fusion
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La estabilidad del ADN y por consiguiente su Tm, dependen de varios
factores, por ejemplo, la naturaleza del solvente, las identidades y las
concentraciones de los iones en solucion y el pH.

Material y Equipo

Equipo BioPhotometer®

Celdas

Micropipetas p200, p1000 y p5000 pL
Puntas nuevas para micropipetas
Agua destilada

Guantes de latex

Gradilla

Vasos de precipitados de 50 mL

Material Biologico

-Muestras de ADN humano
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V 4
Método
1. Preparar 200 plL con una dilucién 1:20 de la muestra con agua destilada

(Fig. 2) (Fig. 3) (si la lectura es muy alta diluir 1:40).

I
S 4

Fig. 2 Mezcla de la muestra de

A NNI - AN e
Fig. 2 Mezcla de la muestra de Fig. 3 Preparacion de la
ADN dilucion
2. Encender el equipo (Fig. 4) del botén que se

encuentra en la parte posterior del equipo y seleccionar
la funcidon No. 7 que permite medir la concentracion de
ADN y de su pureza.

Fig. 4 Equipo biofotémetro

Fig. 4 Equipo biofotémetro

3. Calibrar el Biofotometro ajustando el equipo a cero de absorbancia,
utilizando 100uL de agua destilada que se colocan en una celda del
Biofotdmetro. Colocar la celda en el portacelda, presionar el botéon “blank” y
observar en la pantalla los ceros (Fig. 5).
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Fig. 5 Ajuste del equipo a cero de absorbancia

1'15. 9 MJUDLT UCTI TYUIYU A LTIV Ut avovivailivia

4. Mezclar la muestra y colocar 100 pL en la celda (Fig. 6), insertar la celda en

el portacelda y oprimir el botén “Sample”. Anotar los datos que se

obtienen

en la pantalla: concentracidn, absorbancia a 230, 260, 280 y el cociente de la

relacién de las dos absorbancias (260/230, 260/280).

Agitarla muestra Tomar 100pLdela Colocar los 100uL de la
muestra en la celda del
equipo.

suavemente. muestra.

0,636Az50 |
+B9%60/2¢0 (), 395230
90280230 0.016Rz20

Observar la lectura en la Presionar el botén

pantalla Samplepara la lectura
de la muestra.

Fig. 6 Pasos a seguir para medir la concentracion de una muestra.
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Resultados

Registrar las lecturas de las absorbancias de las muestras y de las
relaciones 260/230y 260/280.

Determinar la concentracién utilizando la férmula escrita en la teoria y
teniendo en cuenta la dilucién del ADN. Por ejemplo, para un ADN diluido
1/100 en un volumen final de 1 mL y una lectura de 0.050 a 260 nm se
tienen que 0.050(DO) x 50ug/mL x 100 (factor de dilucion) = 250 pug/mL =
0.25 pg/uL = 250 ng/uL.

Verificar la pureza del ADN obtenido comparando los cocientes obtenidos
de absorbancias a 260/230y 260/280 con los tedricos.

Cuestionario

1. ¢Por qué otro método se puede cuantificar la concentracion del ADN?

2. éCudl es la importancia de obtener ADN con cociente 260/230 vy
260/280 entre 1.7 y 2°?

3. ¢éPor qué se recomienda medir la absorbancia a 280 nm?
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ELECTROFORESIS DE ADN

Objetivos

v Realizar la electroforesis del ADN extraido, purificado y cuantificado.

v Analizar las bandas obtenidas en el gel.

Antecedentes académicos

Fundamento de la electroforesis

Moléculas que se pueden separar por electroforesis
Medios de soporte para realizar la electroforesis
Modos de disposicidon del soporte: Horizontal, Vertical

Ejemplos de separacion electroforética

S N N S N

Tincion de proteinas y de acidos nucleicos
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[ Y 4
Introduccion

La electroforesis es una técnica de separacién de moléculas en una mezcla
por aplicacién de un campo eléctrico. Las moléculas disueltas se desplazan o
migran en un campo eléctrico a una velocidad determinada por su relacion
carga-energia.

La electroforesis en gel de agarosa es un método bastante utilizado para
separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La agarosa es un polimero
lineal, extraido de algas marinas, que al gelificar forma redes en las cuales las
moléculas de ADN de doble cadena migran de manera inversamente
proporcional al logaritmo en base 10 (log10) de sus tamafios moleculares.
Dado que el ADN esta cargado negativamente debido a los grupos fosfatos
de la molécula, la migracidén en la cdmara de electroforesis ocurre del polo
negativo hacia el polo positivo.

Entre los factores que afectan la tasa de migracidon del ADN en los geles de
agarosa se incluyen:

1. El tamano del fragmento: como ya se menciond, las moléculas lineales
de ADN de doble cadena se desplazan en los geles de agarosa de una manera
inversamente proporcional a log 10 de sus tamafios moleculares, de modo
gue a menor tamafio, mayor velocidad de migracion.

2. Concentracidon de Agarosa: Existe una relacion lineal entre el logaritmo
de la movilidad electroforética del ADN y la concentracidon del gel: a mayor
concentracién, menor rango de separacién (Cuadro 1).

3. La conformacion del ADN: las moléculas circulares y las lineales
presentan diferencias en su migracién a través de la matriz de agarosa; es asi
como las formas circulares plegadas migran mas rdpido que las formas
circulares con rompimientos del enlace fosfodiéster en una de las cadenas y
gue las formas lineales.
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Cuadro 1. Eficiencia de separacién de ADN de acuerdo a la concentracion de

agarosa.
Concentracion de agarosa en el gel Eficiencia en el rango de separacion de

(%) moléculas lineales de ADN (kb)

0.3 5.0-60.0

0.6 1.0-20.0

0.7 0.8-1.0

0.9 0.5-0.7

1.2 0.4-6.0

1.5 0.2-3.0

2.0 0.1-2.0
4, Voltaje aplicado: a voltajes bajos la migracion de las moléculas lineales

de ADN es proporcional al voltaje aplicado. Sin embargo, si la fuerza idnica
del campo es elevada, la movilidad de los fragmentos de alto tamano
molecular se incrementa diferencialmente. Por lo tanto, el rango de
separacion efectiva en los geles de agarosa decrece cuando se eleva el voltaje
aplicado.

5. Amortiguador utilizado: la migracién del ADN se ve afectada tanto por
la composiciéon como por la fuerza idnica del amortiguador empleado, de
manera que se debe establecer un balance de iones que genere una fuerza
idnica suficiente para lograr la conductancia eléctrica, sin excederse y
ocasionar en el peor de los casos un calentamiento excesivo con fusion de la
agarosa y desnaturalizacion del ADN. Entre los amortiguadores mas
empleados se encuentran: Tris-acetato-EDTA (TAE), Tris-borato-EDTA (TBE) y
Tris-fosfato-EDTA (TPE).

Una vez terminada la electroforesis, la visualizacion de las moléculas de ADN
se logra mediante tincién con bromuro de etidio u otro colorante como el
Midori Green®. Esta sustancia se intercala entre las bases del ADN, de
manera que el colorante unido al mismo presenta una mayor fluorescencia,
gue el colorante sdlo en solucién.
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Material y Equipo

Camara de electroforesis
Micropipetas p20, p200y p1000 pL
Puntas nuevas para micropipetas
Fuente de poder

Papel cera

Transiluminador

Matraz Erlenmeyer de 200 mL
Probeta de 1000 mL

Frasco de 1 Litro para TBE

Reactivos

- Amortiguador TBE 10X
- Reactivo Midori green®
- Buffer de carga 6X Promega®

- Marcador de peso molecular Promega®
-Agarosa grado biologia molecular
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V 4
Método

1. Preparar 1L de amortiguador TBE 0.5X a partir de TBE 10X.

2. Pesar la cantidad de agarosa requerida segun el porcentaje del gel. Por
ejemplo, para preparar 100 mL de un gel de agarosa al 0.7% pesar 0.7 g de
agarosa y disolverlo en TBE al 0.5X en un matraz Erlenmeyer.

3. Calentar la solucion con el fin de disolver por completo la agarosa en el
microondas durante aproximadamente un minuto y medio hasta que se
observe transparente (Fig. 1).

4. Enfriar un poco y agregar 5 uL de Midori Green, continuar enfriando y
antes que solidifique, servir en el soporte del gel y colocar los peines para
formar los pozos en numero y tamano deseados (Figs. 2 y 3).

7

Fig. 1. Calentamiento de Agarosa Fig. 2. Llenado del soporte del gel

Fig. 2. Llenado del soporte

Fig. 1. Calentamiento de del gel
Agarosa
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Fig. 3 Colocacion del peine Fig. 4 Gelificacion de la agarosa

5. Esperar de 20 a 30 minutos para la gelificacion de la agarosa, colocar en la
posicidn correcta la cdmara de electroforesis y llenar la misma poco antes
del borde méximo marcado con el amortiguador 0.5X (Figs 4, 5y 6).

Fig. 5. Colocacion de la placaen la Fig. 6. Llenado de la camara
camara

Fig. 6. Llenado de la camara
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Colocar en el primer pozo 5 plL del marcador de peso molecular y después las
muestras utilizando 4 plL de cada una, mezclando con 4 uL de buffer de carga
y colocandolas a partir del pozo siguiente en donde se agregd el marcador de
peso molecular (Figs. 7 y 8).

Fig. 7. Preparacidon de muestras Fig. 8. Colocaciéon de marcador y
muestras en pozos

Fig. 7. Preparacidon de muestras
6. Cone urante lhora 20 minutos (Fig. 9).

Nota: Recordar que el ADN migrara en la cdmara de electroforesis del polo
negativo hacia el polo positivo

Fig. 9. Conexidn
delacamaraala
fuente de poder.
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7. Observar la presencia de las bandas separadas de ADN en el
Transiluminador (Fig. 10).

Fig. 10. Observar la presencia de bandas.
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Resultados

v Obtener una foto de la electroforesis de las muestras de ADN.

v Comparar las bandas de cada carril y establecer el peso molecular
aparente de cada banda.

V' Realizar un andlisis de resultados.

Cuestionario

1. ¢Qué otros polimeros existen para realizar geles para electroforesis?
2. Mencione otros ejemplos de electroforesis.

3. ¢Qué caracteristicas presentan las moléculas que se pueden separar por
medio de la electroforesis?

4. Mencione el fundamento de la tincion con Bromuro de etidio.

5. éQué otros tipos de colorantes se pueden utilizar para tefiir geles de
agarosa?
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EFECTO DE LA TEMPERATURA'Y
METALES PESADOS SOBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA

: AMILASA SALIVAL

Objetivos

v Analizar algunos factores que modifican la velocidad de la reaccidn
que es catalizada por la amilasa

v Demostrar que la temperatura afecta las reacciones enzimaticas.

v Determinar la manera en que influye el pH del medio sobre la
velocidad de una reaccidon enzimatica y su efecto sobre el caracter
idnico de la enzima y del sustrato.

v Determinar cualitativamente la actividad de la amilasa salival con
algunos metales

Antecedentes académicos

v Concepto de enzima.

v Métodos para medir la actividad enzimatica.
Vv Factores que afectan la actividad enzimatica.
v Actividad de la amilasa salival.
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[ I 4
Introduccion

Las enzimas son biocatalizadores (es decir compuestos de origen bioldgico)
que aceleran las reacciones quimicas. Las enzimas participan en muchos
mecanismos de regulacidon que de este modo permiten que el metabolismo
se adapte a diferentes situaciones. Casi todas las enzimas son proteinas pero
también hay acidos nucléicos cataliticamente activos conocidos como
“ribozimas”.

Actualmente se conocen unas 2,000 enzimas y para su clasificacion se utiliza
un sistema que toma en cuenta tanto la especificidad de accién como la
especificidad por el sustrato. Cada enzima esta indicada por un nimero EC de
varias cifras en el catdlogo de enzimas. El primer nimero indica que la
enzima corresponde a una de las 6 clases principales de enzimas, los dos
numeros siguientes definen la subclase y la sub-subclase y el ultimo nimero
es el nUmero progresivo dentro de la sub-subclase. Por ejemplo en el caso de
la deshidrogenasa lactica el nimero EC correspondiente es 1.1.1.27 (clase 1,
oxidorreductasas; subclase 1.1 con el grupo CH-OH como dador de
electrones y sub-subclase 1.1.1 NAD (P)+ como aceptor).

En las seis clases principales se incluyen las enzimas que tienen un
mecanismo de accion similar:

o Clase 1. Las oxidorreductasas catalizan la transferencia de los
equivalentes reductores entre dos sistemas redox.

. Clase 2. Las transferasas catalizan la transferencia de otros grupos de
una molécula a otra. Las oxidorreductasas y las transferasas en general
requieren coenzimas.
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J Clase 3. Las hidrolasas transfieren grupos y el aceptor siempre es una

molécula de agua.

o Clase 4. Las liasas llamadas con frecuencia “sintasas”, catalizan la
ruptura o la formacion de uniones quimicas, con la formaciéon o Ia
eliminacion de dobles enlaces.

J Clase 5. Las isomerasas desplazan grupos dentro de una molécula sin
cambiar la férmula general del sustrato.

J Clase 6. Las ligasas catalizan reacciones en las que se presenta la unién
de moléculas dependientes de la energia y por eso siempre estan acopladas
con la hidrdlisis de nucledsidos trifosfatos (habitualmente ATP).

La accidn catalitica de una enzima, o sea su actividad, se mide cuantificando
el incremento de la velocidad de la reaccidon en condiciones perfectamente
definidas, es decir midiendo la diferencia del recambio entre la reaccién
catalizada y la reaccion no catalizada en un tiempo determinado.
Normalmente las velocidades de reaccion se expresan como cambios de
concentracién por unidad de tiempo (moleL'e s?). Como la actividad
catalitica es independiente del volumen, la actividad enzimatica se expresa
indicando el recambio por unidad de tiempo con la unidad llamada katal (kat,
moles™). Otra unidad usual es la unidad internacional Ul (umol de recambio
* min’, cuya equivalencia es 1Ul = 16.7 nkat).
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La accién de la amilasa salival sobre el almidén constituye el primer paso de
la digestién de estos polisacadridos en su paso por el tubo digestivo (Fig.1).
Aunque su papel en la digestion es escaso ya que el contacto de la enzima
con su sustrato es de corta duracion, puesto que el pH gastrico inhibe su
actividad.

Cuando se incuba saliva con almidéon y se toman muestras a diferentes
tiempos, a las que se les agrega yodo, el ensayo de color, inicialmente azul,
cambia sucesivamente a purpura, marrdn rojizo y, finalmente desaparece el
color a medida que la amilasa hidroliza las moléculas de almidon.

Fig. 1. Estructura de la amilopectina. Susceptible ala accién de la
amilasa en los enlaces alfa (1-4).
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Material y Equipo

Vasos de precipitados de 50 mL
Parrilla de agitacidn y calentamiento
Pipetas graduadas de 1y 2 mL
Tubos de ensaye de 13 X 100
Gradilla

Termdmetro

Reactivos

Solucion de almidon al 0.8% en solucidn salina

Solucidn salina al 0.85%

Lugol

Soluciones de metales: CuSOs al 1%, HgSO4 al 1%, PbOAc al 1%,
AgNOs al 1%
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’
Método

e Determinacion de actividad.

1. Preparar 10 tubos o mas con 2 mL de solucidn salinay 1 o 2 gotas de lugol
(fig. 2).

7
_.-/ o e o
— A\

e .-
= =

Fig.2. Tubos con solucidn salina y lugol.

2. Colocar 6 mL de almiddn al 0.8% en bafio Maria a 37°C y afiadir 0.8 mL de
saliva filtrada y diluida 1:10 con solucidn salina (a la misma temperatura),
mezclar rapidamente y mantener a la misma temperatura.

3. En el momento que se mezcla la saliva con el almidén se toma una alicuota
de 0.5 mL, se coloca en uno de los tubos ya preparados, etiquetandolo
como tiempo cero, se continda tomando alicuotas de 0.5 mL a intervalos
de 30 segundos, colocandolas en los tubos preparados con solucién salina
y lugol, observando el color de la reaccion hasta llegar al punto acréomico
(significa que la solucion mantenga el mismo color que tenia
originalmente).

4. Guardar el ultimo tubo (punto acrémico), para compararlo con los
experimentos posteriores.
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e Influencia de los metales pesados sobre la actividad.

1 Preparar 4 tubos con 6 mL de almiddn al 0.8%, que previamente se incubd
a 37°C, adicionar al:

Tubo 1. 2 gotas de CuSOs al 1%.
Tubo 2.2 gotas de HgSO4 al 1%.

Tubo 3. 2 gotas de PbOAc al 1%.
Tubo 4. 2 gotas de AgNOs al 1%.

2 Agregar a cada tubo 0.8 mL de saliva filtrada y diluida; agite
vigorosamente para homogenizar y dejar transcurrir el tiempo que se
haya necesitado para llegar al punto acrémico en el primer experimento.

3 Al cabo de este tiempo tomar de cada tubo una alicuota de 0.5 mL y
colocarlas en tubos que contengan 2 mL de solucién salina y 2 gotas de
lugol. Anotar los resultados.

e Efecto de la temperatura.

1 Colocar 6 tubos (uno a cada temperatura) en bafio de agua a 0°, 20°, 37°,
50°, 70° y 90°C; cada tubo contendra 6 mL de solucién de almiddn y se
mantendran a esa temperatura por 15 minutos.

2 Al mismo tiempo se colocan en la misma forma (incubados a la respectiva
temperatura) otros 6 tubos, que contengan 0.8 mL de saliva (filtrada y
diluida).
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3 Una vez que ambos grupos de tubos se encuentran a su correspondiente
temperatura, se mezclan las 2 soluciones y se mantienen a la misma
temperatura por el tiempo acrédmico obtenido en el primer experimento.

4 Al término de este tiempo se toman de cada tubo una alicuota de 0.5 mLy
se colocan en tubos que contengan 2 mL de solucion salina y 2 gotas de
lugol. Anotar los resultados.

e Propuesta de otro experimento que afecte la actividad de la amilasa.

En la siguiente sesion de laboratorio, los alumnos realizan una propuesta
para observar otro parametro que afecte la actividad de la amilasa salival,
tomando como base el disefio de los experimentos anteriores.

Resultados

- Reportar el tiempo obtenido para el punto acromico.

- Interpretar el color obtenido y su intensidad con respecto a la actividad
de la amilasa (velocidad de reaccion).

- Para el efecto de los metales sobre la actividad enzimatica, reportar el
color obtenido y la intensidad del efecto sobre la actividad de la amilasa
(indique el grado de inhibicién con cruces) y analice los resultados de
cada caso.

- Para el efecto de temperatura, reportar el color obtenido y utilizar el
grado de intensidad como sindnimo de velocidad de reaccién para
graficarla contra temperatura.
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Cuestionario

g

¢Cual es el efecto de la temperatura sobre las enzimas?

éDe qué manera interfieren los metales sobre la actividad enzimatica?
éQué es la constante de Michaelis-Menten? éComo se obtiene
graficamente y qué indica?

¢Como se modifican los valores de Km para los distintos tipos de
inhibidores?

Referencias

Aguilar-Santelises L, Corona-Ortega MT, Garcia-del Valle A, Rangel-
Corona R, Cruz-Millan M. Antologia para los laboratorios de Bioquimica
Celular y de los Tejidos | y Laboratorio Integral de Biologia I. 2a ed.
México: FES Zaragoza; 2007.

Aguilar L., Escalante R. Manual de practicas de Bioguimica Celular y de
los Tejidos 1. México: Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, 2008.
Karp G. Biologia celular y molecular. Conceptos y experimentos. 62 ed.
México: Mc Graw-Hill Interamericana; 2011.Harper HA, et al. Bioquimica
de Harper. 282 ed. México: McGraw-Hill Interamericana; 2010.

Koolman J., R6hm K. Bioquimica: texto y atlas. 3° ed. Madrid: Medica
Panamericana, 2004.

McKee T, McKee J. Bioguimica: las bases moleculares de la vida. 4a ed.
Espana: Mc Graw Hill-Interamericana; 2009.

Plumer DT. Introduccién a la Bioquimica practica. Barcelona: Mac Graw-
Hill; 1987.

Rendina G. Técnicas de Bioquimica aplicada. México: Interamericana;
1979.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE j(

Xs
i
: e
L 7«,‘&:
= FES
= LOS TEJIDOS | o TARAGOTA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Péagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 245 /284

CINETICA ENZIMATICA DE LA
INVERTASA

Objetivos

v/ Analizar algunos factores que modifican la velocidad de la reaccién que
es catalizada por la invertasa.

v Demostrar la relacion lineal entre la velocidad de reaccion y la
concentracion de la enzima presente.

v Determinar como influye el pH del medio sobre la velocidad de una
reaccidon enzimatica y su efecto sobre el caracter idnico de la enzima y
del sustrato.

v/ Demostrar que la temperatura afecta las reacciones enzimaticas.

Vv Observar el efecto de la concentracidn del sustrato sobre la velocidad
de la reaccidon enzimatica y determinar km, Vmax, por los métodos
conocidos.

Antecedentes académicos

Vv Caracteristicas de las enzimas

Vv Cinética enzimatica.
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[ I 4
Introduccion

Las enzimas en su mayoria son proteinas que catalizan reacciones quimicas
en los seres vivos, es decir, sustancias que, sin consumirse en una reaccion,
aumentan notablemente su velocidad. No hacen factibles las reacciones
imposibles, sino que solamente aceleran las que espontaneamente podrian
producirse, debido a que como catalizadores no pueden acelerar reacciones
termodinamicamente desfavorecidas. Las enzimas hacen posible que en
condiciones fisiolégicas normales, tengan lugar reacciones que sin
catalizador, requeririan condiciones extremas de presion, temperatura o pH.

Aspectos generales sobre las enzimas. Practicamente todas las reacciones
guimicas que tienen lugar en los seres vivos estan catalizadas por enzimas.
Las enzimas son catalizadores especificos: cada enzima cataliza un solo tipo
de reaccién y casi siempre actla sobre un uUnico sustrato o sobre un grupo
muy reducido de ellos.

Propiedades de las Enzimas. Las propiedades de las enzimas de origen
proteico derivan del hecho de ser proteinas y de actuar como catalizadores.
Como proteinas, poseen una conformacidon natural mas estable que las
demads conformaciones posibles. Por lo tanto, cambios en la conformacion
suelen ir asociados a cambios en la actividad catalitica. Los factores que
influyen de manera mas directa sobre la actividad de un enzima son:

-pH
- Temperatura

- Cofactores

- Concentracion de sustrato
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Efecto del pH sobre la actividad enzimatica. Las enzimas poseen grupos
quimicos ionizables (carboxilos -COOH; amino -NH,; tiol -SH; imidazol; etc.)
en las cadenas laterales de sus aminoacidos. Segun el pH del medio, estos
grupos pueden tener carga eléctrica positiva, negativa o neutra. Como la
conformacion de las proteinas depende, en parte, de sus cargas eléctricas,
habra un pH en el cual la conformacion sera la mas adecuada para la
actividad catalitica. Este es el llamado pH dptimo.

Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica. En general, los
aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas: por cada 10° C
de incremento, la velocidad de reaccion se duplica. Las reacciones catalizadas
por enzimas siguen esta ley general. Sin embargo, al ser proteinas, a partir de
cierta temperatura empiezan a desnaturalizarse por el calor. La temperatura
a la cual la actividad catalitica es maxima se llama temperatura optima.
Temperaturas mas altas que la 6ptima producen desnaturalizacion térmica
de la proteina y la actividad enzimatica decrece rapidamente hasta anularse.

Efecto de los Cofactores Sobre la Actividad Enzimatica. Casi un tercio de las
enzimas, requieren para su funcidon sustancias no proteicas, llamadas
cofactores, los cuales pueden ser iones inorganicos como Fe™, Mg**, Mn*,
Zn™, etc. Cuando dichos cofactores son moléculas organicas, se llaman
coenzimas, que se sintetizan a partir de vitaminas. Cuando los cofactores y
las coenzimas se encuentran unidos covalentemente a la enzima se llaman
grupos prostéticos y dan lugar a la forma activa de la enzima conocida como
holoenzima, asimismo, se conoce como apoenzima a la parte proteica
inactiva de una enzima.
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Cinética Enzimatica. La cinética enzimatica estudia la velocidad de las
reacciones catalizadas por enzimas. Estos estudios proporcionan informacion
directa acerca del mecanismo de la reaccién catalitica y de la especificidad
del enzima. La velocidad de una reaccion catalizada por un enzima puede
medirse con relativa facilidad, ya que en muchos casos no es necesario
purificar o aislar el enzima. La medida se realiza siempre en las condiciones
Optimas de pH, temperatura, presencia de cofactores, etc, y se utilizan
concentraciones saturantes de sustrato. En estas condiciones, la velocidad de
reaccion observada es la velocidad maxima (Vmax). La velocidad de reaccion
puede determinarse bien midiendo la aparicion de los productos o la
desaparicion de los reactivos en unidades de concentracién por unidad de
tiempo.

Para estudiar la cinética enzimatica se mide el efecto de la concentracién
inicial de sustrato sobre la velocidad inicial de la reaccidon, manteniendo la
cantidad de enzima constante. Si representamos Vo frente a [S]o obtenemos
una grafica como la de la Figura 1. Cuando [S]o es pequefa, la velocidad
inicial es directamente proporcional a la concentracién de sustrato, y por
tanto, la reaccion es de primer orden. A altas [S]o, el enzima se encuentra
saturada por el sustrato, y la velocidad ya no depende de [S]o. En este punto,

la reaccién es de orden cero y la velocidad es maxima (Vmax).
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Fig. 1. Grafica de cinética enzimatica.

Para determinar graficamente los valores de Kv y Vmax €s mas sencillo utilizar
la representacion doble reciproca (1/vo frente a 1/[Slo), ya que es una linea
recta. Esta representacion doble reciproca recibe el nombre de
representacion de Lineweaver-Burk, (Fig. 2).

slope of line
T Km ! Vinax
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y intercept
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Fig. 2. Grafica Lineweaver-Burk
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Material y Equipo

Pipetasde 0.2, 1y 5 mL

Micropipetas p200, p1000 y p5000 pL
Tubos de ensaye 13 X 100 mm, (minimo 20 por equipo)
Gradilla

Vasos de precipitados de 100 y 250 mL
Bafio de hielo

Termdmetro

Matraces volumétricos de 50, 100 y 250 mL
Celdas para espectrofotometro

Marcador indeleble de punta extrafina
Bafno Maria

Balanza analitica

Espectrofotémetro

Reactivos

Sacarosa 0.35 M
Glucosa 0.005 M - Fructosa 0.005 M
Regulador de Acetatos 0.05 M pH 4.7
o Acido acético
o Acetato de sodio
Reactivo de 3,5 dinitrosalicilico
o Hidroéxido de sodio
o Tartrato de sodio y potasio
o Fenol
o Acido 3,5-dinitrosalicilico
o Metasulfito de sodio
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- Enzimainvertasa 10 ug / mL (653 U.1.)

- Regulador de citratos 0.2 M-EDTA 0.01 M
o Citrato de sodio
o Acido citrico

- EDTA (sal disédica) 0.01 M

Preparacion de reactivos

1) Sacarosa 0.35 M.
o Disolver 119.56 g de sacarosa y llevar a 1 L con agua destilada.

2) Regulador de acetatos 0.05 M pH 4.7.

o Mezclar 1 L de acido acético 0.05M (2.88 mL de acido acético
glacial en 1 L de agua destilada), con 1 L de acetato de sodio
0.05M (6.8 g de acetato de sodio en 1 L de agua destilada),
verificar el pH y ajustar si es necesario.

3) Reactivo de 3,5-dinitrosalicilico.

o Pesar: NaOH 14.0 g, acido 3,5 dinitrosalicilico 7.50 g, Tartrato de
sodio y potasio 216.0 g, Fenol 5.6 g, Metasulfito de sodio 5.9 g.
Es importante agregar los reactivos en agua destilada en el
orden sefialado, no se debe anadir el siguiente sino hasta que se
haya disuelto por completo el anterior, finalmente completara 1
L.
Se debe dejar reposar en frasco ambar el reactivo por espacio de
por lo menos 24H antes de utilizarse.
El reactivo se puede conservar en mejores condiciones en

refrigeracion.

4) Glucosa 0.005M-Fructosa 0.005M.
o Pesar 0.9 g de glucosa y 0.9 g de fructosa, mezclarlas y llevar a 1
L con agua destilada.
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5) Solucién de invertasa 10 pg (653 U.1).
o Pesar 1 mg de invertasa y disolver en 100 mL de regulador de

acetatos 0.05 M pH 4.7.

6) EDTA (Sal disédica) 0.01 M.
o Pesar3.72 gde EDTA vy llevar a 1 L con agua destilada.

7) Regulador de citratos 0.2M-EDTA 0.01 M.
o Pesar 5.88 g de citrato de sodio y llevar a 100 mL con una
solucion de EDTA 0.01 M. Pesar 4.2 g de acido citrico y llevar a
100 mL con una solucion de EDTA 0.01 M.
Mezclar estas dos soluciones para obtener los reguladores de pH
2.5, 3.5, 4.5, 5.0, 5.5, 6.5 y 7.5 (adicionar NaOH para ajustar el

PH).
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Método

1. Curva Estandar De Azucares Reductores
La curva estandar permite calcular la concentracion del producto (s) formado
en las reacciones catalizadas por enzimas. En esta practica, la concentracion
de azucares reductores en pmol, que posteriormente se divide entre el
tiempo de reaccién para obtener la velocidad de la reaccién en pmoles/min.

No. Tubo Blanco 1 2 3 4 5 6
Glucosa 0.005M
Fructosa 0 0.05 0.1 0.2 0.4 0.6 0.75
0.005M (mL)
35M
Sacarosa 0.35 05 0.5 05 05 0.5 0.5 05
(mL)
Regulador de
acetatos 0.05M, 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
pH 4.7 (mL)
Agua (mL)
1 0.95 0.9 0.8 0.6 0.4 0.25
3,5-DNS (mL) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Desarrollo de
color

5 min. A 92 °C (en bafio Maria)

Dilucion

Colocar en bafio de hielo y diluir con 2 mL de agua destilada.

Mantener en hielo y leer en un espectrofotometro a 540 nm.
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2. Efecto de la Concentracion de Enzima
Preparar una serie de tubos de acuerdo al siguiente cuadro.
No. Tubo Blanco 1 2 3 4 5
Sacarosa 0.35M(mL) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Regulador de acetatos
0.05M, 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
pH 4.7 (mL)
Agua (mL) 0.75 0.95 0.9 0.85 0.8 0.75
Preincubacion
5 min. a temperatura ambiente
Enzima 10ug-/mL, (mL) 0.0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Incubacién

5 min. a temperatura ambiente.

Inactivacion

0.5 mLde
3,5-DNS mas
0.25 mL de
enzima

0.5 mL de 3,5-DNS a cada tubo

Desarrollo de color

5 min. a 92 °C (en bafio maria)

Dilucion

Colocar en bafio de hielo y diluir con 2 mL de agua destilada.

Mantener en hielo y leer en un espectrofotometro a 540 nm.
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3. Efecto de pH
Preparar una serie de tubos de acuerdo al siguiente cuadro
Tubo No Blanco 1 2 3 4 5 6 7
Sacarosa 0.35
M 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
(mL)
Regulador de pH= pH= pH= pH= pH= pH= pH= pH=
citratos 0.2M-
EDTA 0.01M
(0.25 mL) 5.0 2.5 3.5 4.5 5.0 5.5 6.5 7.5
Agua
(mL) 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
Preincubacidn
5 min. a temperatura ambiente
Enzima 0 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
10 pg/mL (mL) )
Incubacidn
5 min. a temperatura ambiente
Inactivacion 0.5mlL de 3,5-
DNS mas 0.25 mL 0.5 mL de 3,5-DNS a cada tubo.
de enzima
Desarrollo de
color 5 min. a 92 °C ( en bafio maria)
Dilucion Colocar en bafio de hielo y diluir con 2 mL de agua destilada
Mantener en hielo y leer en un espectrofotometro a 540 nm
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4. Efecto de la Temperatura

Para lograr el objetivo de esta practica la temperatura de preincubacion e
incubacion se deben mantener constantes durante todo el experimento. Al
agregar el 3,5-DNS retirar inmediatamente del bafio, el tubo y blanco que
corresponde a cada temperatura y sumergirlo en hielo.

Una vez desarrollado el color, ajustar a cero de absorbancia con el blanco y
realizar las lecturas para cada temperatura.

Preparar una serie de tubos de acuerdo al siguiente cuadro:

Tubo No B1 B2 B3 B4 B5 B6 1 2 3 4 5 6
Sacarosa
0.35M (mL) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Regulador de
acetatos 0.05
M 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
pH 4.7 (mL)
Agua
(mL) 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88 0.88
Preincu-
bacion (°C) 0 25 37 50 75 92 0 25 37 50 75 92
5 min.
Enzima
10 pg/mL 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
(mL)
Incubacion
(°C) 0 25 37 50 75 92 0 25 37 50 75 92
5 min.
Inactivacidn 0.5 mL de 3,5-DNS mas 0.12 mL de Enzima 0.5 mL de 3,5-DNS a cada tubo
Desarrollo . o ,
5 min. a 92 °C (en bafio maria)
de color
Dilucidén Colocar en bafio de hielo y diluir con 2 mL de agua destilada

Mantener en hielo y leer en un espectrofotometro a 540 nm
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5. Efecto de la concentracidn de Sustrato
Preparar una serie de tubos de acuerdo al siguiente cuadro:
Tubo No Blanco 1 2 3 4 5 6 7 8
Sacarc()rs:L())BS M1 o5 002 | 005 | 0.12 017 | 025 | 05 1 | 125
Regulador de
acetatos 0.05M,
pH =4.7 0.25 0.25 025 | 0.5 0.25 0.25 | 0.25 | 025 | 0.25
(mL)
Agua
0.75 1.23 1.2 1.13 1.08 1 0.75 0.25 0
(mL)
Preincubacién
5 min. a temperatura ambiente
Enzima
0.0 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
10 [g/mL. (mL)
Incubacién 5 min. a temperatura ambiente.
0.5mL
de 3,5-
Inactivacion DNS mas 0.5 mL de 3,5-DNS a cada tubo
0.25
mL de
enzima
Desarrollo de 5 min a 92°C (en bafio maria)
color
Dilucién Colocar en bafio de hielo y diluir con 2 mL de agua destilada

Mantener en hielo y leer en un espectrofotometro a 540 nm
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Resultados

- Elaborar la curva estandar, con las lecturas de absorbancia y concentracion
de azucares reductores.
- Con ayuda de la curva estandar, obtener la concentracion de azucares
reductores en umol.
- Calcular la velocidad considerando que el tiempo de reaccién fue de 5 min.
- Realizar las graficas:
Velocidad en pmol/min vs concentracion de enzima [E] en pg.
Velocidad en pmol/min vs pH
Velocidad en pmol/min vs temperatura en °C
Velocidad en [mol/min vs concentracion de sustrato [S] en (mol
Realizar las siguientes determinaciones:
pH y temperatura 6ptima de la enzima

Km y Vimax por el procedimiento grafico de Lineweaver-Burk.

Cuestionario

1. ¢Qué es una Enzima?

2. ¢Como afecta temperatura y pH extremos la actividad enzimatica?

3. Describa el significado de Km y Vmax y écomo se obtienen de forma
grafica?

4. iQué significado tiene una unidad estandar de actividad enzimatica?

5. Mencione 5 enzimas utilizadas en la industria, y en qué procesos
participan.
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MITOSIS
————————————————

Objetivos

v ldentificar los principales cambios morfoldgicos que se presentan
durante la profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis en células
de raices de cebolla.

v/ Realizar las preparaciones de raices de cebolla.

v Observar en el microscopio las diferentes fases de la mitosis en raices
de cebolla.

v Evaluar la importancia de la division celular en el desarrollo, el
crecimiento y la reposicion de células en tejidos dafiados o
deteriorados.

Antecedentes académicos

v Estructura celular
v Ciclo celular
v Etapas de la mitosis

Vv Caracteristicas estructurales y funcionales de los cromosomas
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Introduccion

Todos los seres vivos uni-pluricelulares tienen como misién fundamental la
de reproducirse, preservando sus caracteristicas esenciales a través de las
generaciones. Al reproducirse, las células de los diferentes organismos
tendran que asegurar que todo el material se reparta en forma
aproximadamente equitativa entre las células hijas resultantes. No obstante,
existe una molécula que tendra que ser duplicada exactamente, el acido
desoxirribonucleico o ADN, la molécula encargada de definir a los diferentes
organismos y la responsable de la herencia. Los acontecimientos que ocurren
durante la reproduccion celular estan comprendidos dentro del proceso
conocido como ciclo celular, el cual estda determinado por cinco fases
diferentes, las que aseguran que el ADN se duplique, fase S (sintesis), se
reparta exactamente entre dos nucleos, o fase M (mitosis), y que dichos
nucleos posteriormente formen parte de dos células diferentes al repartirse
el material celular y dividirse a célula madre, o citocinesis.

Las dos fases restantes, llamadas G1, G2 anteceden a las fases de sintesis y
de mitosis, respectivamente, y son fases donde ocurren multiples procesos
regulatorios propios del ciclo celular.

La mitosis es un proceso de division nuclear en el que las moléculas
replicadas de ADN de cada cromosoma se reparten con exactitud en dos
nucleos. La mitosis suele acompafarse de la citocinesis, un proceso por el
gue una célula en divisidon se separa en dos, con lo que el citoplasma se
divide en dos paquetes celulares. Las dos células hijas resultantes de la
mitosis y la citocinesis tienen un contenido genético idéntico entre si al de la
célula madre de la que provienen. Por tanto, la mitosis mantiene el nimero
de cromosomas y genera nuevas células para el crecimiento y el
mantenimiento de un organismo. La mitosis puede ocurrir en células
haploides o diploides. Las células mitéticas haploides se encuentran en
hongos, gametofitos de las plantas, y en unos cuantos animales. La mitosis es
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una etapa del ciclo celular en la que la célula dedica toda su energia a una
sola actividad: la separacion cromosdmica. Como resultado la mayor parte de
las actividades metabdlicas de la célula, entre ellas la transcripcidon y la
traduccion se detienen durante la mitosis y la célula entra en una falta
relativa de respuesta a los estimulos externos.

e La mitosis se divide en cinco etapas:

PROFASE. En la profase la envoltura nuclear permanece intacta mientras que
la cromatina duplicada durante la fase S se condensa en estructuras
cromosOmicas definidas Ilamadas cromatidas. Los cromosomas de las células
mitdticas contienen dos cromatidas conectadas entre si por el centromero.
Se forman complejos proteinicos especializados, llamados cinetocoros y se
asocian a cada cromatina. Los microtubulos del huso mitdtico se conectaran
a cada cinetocoro a medida que los cromosomas se empiezan a separar mas
tarde en la mitosis. Los microtubulos del citoplasma se desensamblan y luego
se reorganizan sobre la superficie del nucleo para formar el huso mitético.
Dos parejas de centriolos se alejan mutuamente al crecer los haces de
microtubulos que forman el huso mitotico. El nucléolo, el organulo dentro
del nucleo en el que sintetizan los ribosomas, desaparecen en la profase.

PROMETAFASE. La desaparicion de la envoltura nuclear marca el comienzo
de la prometafase. Los microtubulos del huso se unen a los cinetocoros vy
empujan a los cromosomas a lo largo del huso.

METAFASE. La metafase se caracteriza porque las cromatidas estan alineadas
en el ecuador del huso, a medio camino entre los dos polos. Las cromatidas
alineadas forman la placa de la metafase. Las células se pueden detener en |la
metafase cuando se utilizan inhibidores de los microtubulos. Los analisis del
cariotipo utilizados para determinar la composicion y la estructura global del
cromosoma, suelen requerir que las células estén en metafase.
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ANAFASE. En la anafase, los polos mitéticos se siguen separando como
resultado del alargamiento de los microtubulos polares. Cada centromero se
divide en dos y también se separan las parejas de cinetocoros. Las cromatidas
hermanas migran hacia los polos opuestos del huso.

TELOFASE. La telofase es la ultima fase de la division nuclear, que se
caracteriza por la desaparicion de los microtubulos del cinetocoro y la
disociacion del huso mitético. Se forman las envolturas nucleares alrededor
de los dos nucleos que contienen las cromatidas, que se descondensan en
cromatina dispersa, y los nucléolos se vuelven a formar en los nucleos de las
células hijas.

e Observacion de células en mitosis en raiz de cebolla

La raiz de la cebolla es utilizada en experimentos de laboratorio para ver
como ocurre la divisidon celular en plantas. La raiz de cebolla es elegida por lo
general debido a que sus cromosomas son mas grandes que en la mayoria de
otras plantas y se tifien de oscuro, haciéndolos mas faciles de ver bajo el
microscopio. Es un tejido excelente y facil de obtener para esta practica es el
tejido que prolifera en las puntas de raiz del Allium cepa (cebolla), donde
pueden localizarse muchas células en mitosis.

Para obtener las preparaciones adecuadas es preciso disponer de cebollas
frescas y colocarlas en frascos de boca amplia, de manera que la zona de las
raices esté en contacto con el agua de los frascos. En este punto es necesario
advertir que deben utilizarse cebollas que no hayan sido sometidas a
procesos de irradiacidn o quimicos para evitar que germinen.
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Material y Equipo

Microscopio Optico
Portaobjetos y cubreobjetos
Bisturi

Pinzas punta de roma

Vidrio de reloj

Varilla de vidrio con gendarme
Papel filtro

Papel seda

Reactivos

Solucidn colorante de acetorceina y/o acetocarmin.

Liquido de Carnoy (10 mL de acido acético glacial, 30 mL de
cloroformo, 60 mL de etanol absoluto).

Solucién etanol-HCl (mezcla I: 1 V/V etanol 96% y HCl concentrado).

Material Biologico

Raicillas de cebolla fijadas en etanol al 70%, puestas a germinar una
semana antes de realizar la practica.
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V 4
Método

1. Promover el crecimiento de las raices de cebolla. La cebolla debera
colocarse en agua para promover el crecimiento de las raicillas (Fig. 1).

>N/ _ o
G ) Fig. 1 Dibujo de la forma en que se
N coloca la cebolla para el crecimiento
M de las raices.

2. Trabajar con raicillas que se hayan cortado y fijado con anterioridad en
etanol al 70% durante 12 y 24 horas (Fig. 2), utilizando pinzas de diseccién.
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Fig. 2 Raices de cebolla cortadas y fijadas en etanol al 70%

3. Utilizar pinzas de diseccidn, escoger algunas de las raicillas (manipular las
raicillas por donde se hayan cortado y no por la punta o meristemo) y
transferirlas a un vidrio de reloj que contiene 1 mL de solucion etanol-HCl y
dejarlas durante 5 minutos en la solucién (Fig. 3). Este tratamiento destruye
el cemento que mantiene unida a todas las células.

Fig. 3 Raices de cebolla con solucion de etanol-HCI
4. Cortar las raicillas aproximadamente de un largo de 3 mm y transferirlas a

otro vidrio de reloj que contiene liquido de Carnoy (el reactivo de Carnoy es
venenoso y flamable), dejarlas en este liquido durante 3 minutos (Fig. 4). Este
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tratamiento endurece el material, el cual ya esta ablandado con la solucién

de etanol-HCl y que reduce cualquier dafio a las células en los siguientes
procedimientos.

Fig. 4 Raices de cebolla con liquido
de Carnoy

5. Nuevamente transferir las raicillas al centro de un portaobjetos limpio.
Utilizando un bisturi o navaja de rasurar cortar la punta o meristemo de las
raicillas (dltimos 2 mm) y desechar el resto. Inmediatamente afiadir 1 a 2
gotas de la solucidn colorante de acetorceina o acetocarmin (Fig. 5).

Fig. 5 Colorante acetocarmin
agregado a las raices de cebolla
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6. Cortar la punta en pedazos pequeiios en forma de maceracién (Figs. 6y 7)
y dejar en solucién durante 5 minutos. No dejar que la preparacion se seque;
si esto sucede anadir mas colorante.

Fig. 6 Corte de las raices de cebolla Fig. 7 Maceracion de las raicillas
con bisturi

7. Después colocar un cubreobjetos limpio sobre la muestra y con la goma de
un lapiz en forma vertical presionar ligeramente (Fig. 8), para dispersar las
células unas con otras, enseguida realice un squash (Fig. 9) que consiste en
colocar la preparacion con el cubreobjetos hacia abajo sobre un papel filtro y
con los pulgares de las manos apoyando el peso del cuerpo ejercer una
fuerte presion evitando que la preparacién se desplace. Si quedan burbujas
de aire en la preparacion, eliminelas poniendo al borde del cubreobjetos una
gota de colorante.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

i

£

W SRTMe

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE

Wl AT

FES
LOS TEJIDOS | FARAGOTA
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 269 /284

Fig. 8 Imagen de la forma en que se Fig. 9 Squash de la preparacion
debe colocar el portaobjetos encima
de la muestra

8. Hacer las observaciones e identifique las fases de la MITOSIS, al
microscopio utilizando los objetivos; 10X, 40X, y 100X (Fig. 10)



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE ‘F :

?"ﬁl’h
FES
LOS TEJIDOS | ARAGOZA
Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-ML07 02/08/2022 #2 270 /284

Profase

Metafase

Anafase

7 Fig. 10. Fases de la mitosis en raices de cebolla
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Resultados

Realizar los esquemas, dibujos y tomar fotografias de las observaciones
vistas al microscopio, indicando el aumento en el que se observaron y
describiendo las estructuras identificadas, asi como la etapa de la mitosis
a la que corresponde.

Cuestionario

1. ¢éCuadl es la importancia de la mitosis?
2. ¢Cuales son las etapas de la mitosis?

3. éCudles son las estructuras celulares que se distinguen durante la
mitosis?

4. iQué es el meristemo?
5. éCudl es la funcidon del huso mitético?

6. ¢Qué es la meiosis? ¢Qué diferencias presenta con respecto a la
mitosis?
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FOTOSINTESIS

Objetivos

v Analizar el proceso fotosintético.

v Aplicar el fundamento de la cromatografia en papel para determinar
los pigmentos fotosintéticos que se encuentran presentes en las
plantas.

v ldentificar los pigmentos fotosintéticos a partir de un barrido en el
espectrofotometro.

v Observar la diferencia de pigmentos que se encuentran en una planta
verde y una roja a partir de su cromatografia en papel.

Antecedentes académicos

v Reacciones del proceso de la Fotosintesis.
v Pigmentos fotosintéticos.
Vv Espectro de absorcion de pigmentos fotosintéticos.

v Cromatografia en papel.
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[ Y 4
Introduccion

En una planta mas del 90% de su peso seco esta constituido por las
diferentes sustancias y moléculas organicas que forman sus estructuras
celulares o que regulan su metabolismo. Las cadenas carbonadas iniciales
gue emplean todas las células las proporciona la fotosintesis.

La vida en la Tierra continta dependiendo de la fotosintesis. Los organismos
fotosintéticos capturan la energia de la luz y, en una serie de reacciones muy
compleja, la utilizan para fabricar glucdsidos, y liberar el oxigeno, a partir del
diéxido de carbono y del agua.

La fotosintesis es en esencia un proceso de dxido-reduccion, en el que el
carbono del diéxido de carbono (CO;) se reduce a carbono orgdnico. Aunque
en algunos microorganismos fotosintéticos el proceso es diferente, la
fotosintesis en las plantas consiste basicamente en la producciéon de una
sustancia orgdnica (un glucido sencillo) a partir de moléculas inorganicas (el
didxido de carbono como sustrato a reducir, y el agua como dador de
electrones que se oxida) mediante el aprovechamiento de la energia luminica
(que gqueda almacenada como energia quimica dentro de la molécula
sintetizada) y con desprendimiento de oxigeno. El proceso global puede
expresarse mediante la siguiente reaccion:

6 CO; + 6 H,0 + 686 kcal/mol + Luz + Clorofila B CsH1,06 + 60>

Para que la energia de la luz pueda ser usada por los seres vivos, primero ha
de ser absorbida. Una sustancia que absorbe la luz se denomina pigmento.
Algunos pigmentos absorben la luz en todas las longitudes de onda y por lo
tanto tienen un color negro. Otros exclusivamente absorben a ciertas
longitudes de onda y reflejan o transmiten las longitudes de onda que no
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absorben. Por ejemplo la clorofila, el pigmento que hace que las hojas sean
verdes, absorbe la luz en el espectro violeta y azul y también el rojo. Puesto
que transmite y refleja la luz verde, su aspecto es verde (Fig. 2).

Los diversos grupos de organismos fotosintéticos usan varios tipos de
pigmentos en la fotosintesis. Existen varias clases de clorofilas, que varian
ligeramente en su estructura molecular. La molécula de clorofila esta
formada por un anillo de porfirina con un atomo de magnesio en su centro, y
asociado a este una cadena de fitol (alcohol de cadena larga) (Fig.1).

CH; CH=CH,
C,Hg CH,
CH, CH;

3

O=C——CH CH,CH,COOC,Hy,

l
COOCH,

Fig. 1. Estructura de la clorofila.

La relacion entre la fotosintesis y la presencia de estos pigmentos queda
claramente de manifiesto cuando se compara el espectro de accién de la
fotosintesis (eficiencia fotosintética frente a longitud de onda) con los
espectros de absorcion de las clorofilas.

Cuando un pigmento absorbe luz, los electrones de las moléculas son
lanzados a niveles energéticos superiores. En la mayoria de los casos, los
electrones vuelven a su estado inicial casi de inmediato. La energia
desprendida cuando regresan al nivel energético puede (1) emitirse de nuevo
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en una longitud de onda superior, fendmeno que se conoce como
fluorescencia, (2) disiparse en forma de calor (conversién interna), o (3) ser
absorbida por una molécula vecina, que lanza sus electrones a niveles de
energia superiores (transferencia de extincidon por resonancia inductiva).

Abs (%) '
Fig. 2. Espectro de 190 - ;

absorcion de las clorofilas
a y b. El eje horizontal
muestra la longitud de
onda desde 400 nm (luz
azul) hasta 700 (luz roja).

Cif a
Carotenoides

Ficoeritrina

/" Ficocinanina

4bo 500 = 600 700

Longitud de onda (nm)

Material y Equipo

Mortero con pistilo

Embudo de tallo largo

Hojas de plantas verdes y rojas
Espectrofotémetro.

Papel filtro de poro abierto.
Celdas

Soporte universal
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e Anillo de hierro.
® Vasos de precipitados de 150y 250 mL

Reactivo

- Alcohol 96°

Método

1. Lavar las hojas cuidadosamente utilizando Unicamente agua hasta quitar
cualquier excedente de tierra (Fig. 3).

- ]

Fig. 3. Hoja sin excedente de tierra.

2. Cortar las hojas en trozos pequeiios (sin enervaciones) y triturarlas en un
mortero, adicionando etanol constantemente para facilitar la extraccién
de los pigmentos, hasta que el liquido adquiera una coloracion similar a la
de la hoja.

3. Filtrar el macerado con ayuda de un embudo de tallo largo y papel filtro de
poro abierto. Recolectar el filtrado en un vaso de precipitados de 150 mL.
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4. Colectar 5 mL del filtrado en un tubo de ensayo y guardarlo para la prueba
espectrofotométrica.

Cromatografia en papel.

1. Recortar una tira de papel filtro de poro abierto de 20 cm x 7 cm e
introducirla en el vaso que contiene el filtrado como lo ilustra la figura 4.
Esperar a que eluya la mezcla de pigmentos y se formen las bandas de los
diferentes pigmentos eluidos.

o
E

Fig. 4. Elucion de pigmentos fotosintéticos.
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2. Realizar el procedimiento anterior utilizando hojas rojas o incluso
mezclando hojas verdes y rojas (Figs. 5,6y 7).

Fig. 5. Cromatografia en papel de

FignercGraERRT 3HRRA PIBRIde

mezcla de hojas verdes y rojas.

Fig. 6. Fig. 7.
Cromatografia Cromatografia
en papel de en papel de

pigmentos de
hojas verdes.

pigmentos de
hoja roja.
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e Analisis espectrofotométrico.

1. Realizar una dilucion 1:30 del extracto con etanol.

2. Pasar la muestra a una celda (Fig. 8) y hacer un barrido en el
espectrofotdmetro registrando las absorbancias cada 10 nm desde los 400
hasta los 750 nm. El blanco de ajuste sera etanol al 96%.

Nota: Recordar ajustar a O de absorbancia cada que se cambie la longitud
de onda.

Fig. 8. Muestray
blanco de ajuste.
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Resultados

Identifique los pigmentos obtenidos durante la cromatografia en papel.

Realice la grafica de absorbancia contra longitud de onda (espectro de
absorcion) del pigmento extraido.

Analice y fundamente los resultados obtenidos en el espectro de
absorcion experimental, con respecto al espectro tedrico de los
diferentes pigmentos fotosintéticos.

Cuestionario
1. ¢Qué es la fotosintesis? Describa el proceso de manera general.
2. ¢Cuadl es laimportancia de los pigmentos fotosintéticos?

3. éEn cuanto a los pigmentos, ¢ Cual es la diferencia entre una hoja verde
y una hoja roja?

4. éPor qué se utiliza etanol en la extraccion?

5. éCudl es la diferencia entre los diferentes tipos de clorofila ademas de
su estructura?

6. é¢Qué ventajas presenta el utilizar la cromatografia en papel?
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MATERIAL BASICO

——

v Agua destilada (en cada sesion debera tener cada equipo por lo menos 1
litro de agua).

Estuche de diseccidn (tijeras, pinzas y bisturi).
Papel seda especial para limpiar lentes.
Agitador de vidrio de 15 0 20 cm.

Papel pH y papel tornasol.

Papel filtro de diferentes tamafios de poro.
Baino maria para calentamiento.

Vidrio de reloj de 10 cm.

Espatula.

Frasco de torundas con alcohol.

Ligadura.

Asa bacterioldgica.

Jeringa desechable de 5 mL.

Frascos goteros.

Frascos de diferentes capacidades.

SO NSO O O O O O O SR

Pipetas Pasteur con bulbo.
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v Cinta masking tape, lapiz graso y marcador.

v Pizeta de 500 mL.

v Tubos de ensaye de 13 x 100 mmy 16 x 150 mm.
v Escobillén para tubos de ensaye.

v Jabdny franela para limpiar su area de trabajo.




